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CQ© Human Mangan-Superoxlddlsmutase (hMn-SOD). 
M 

®@ Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein gentechnologisches Verfahren zur Herstellung von Human 
CLMn-Superoxiddismutase (hMn-SOD). die DNA-Sequenzen, die fur dieses Enzym codieren, geeignete Vektoren, 
UJdie dieso DNA-Sequenzen enthalten und Wirtszellen, die diese DNA-Sequenzen exprimieren konnen, sowie das 
Enzym hMn-SOD selbst. Vorschlag zur Verwendung dieses Enzyms werden auCerdem beschrieben. 



Xerox Copy Centre 



0 282 899 



Humane Mangan-Superoxiddlsmutase (hMn-SOD) 

Gegenstanci der vorliegenden Erfindung ist e ? n gentechnologisches Verfahren zur Herstellung von 
Human Mn-Superoxiddismutase (hMn-SOD). die DNA-Sequenzen, die fur dieses Enzym codieren. geei- 
gnete Vektoren. die diese DNA-Sequenzen enthalten und Wirtszelien. die diese ONA-Sequenzen exprimie- 
reri kdnnen. sowie das Enzym hMn-SOD selbst. Vorscnlage zur Verwendung dieses Enzyms werden 

5 au/3erdem beschrieben. 

Als Fclge verschiedener biochemischer Prozesse in biologischen Systemen (z.B. Redoxprozesse in der 
Atmungskette, Oxydationen im Cytoplasma) werden bekannterweise laufend O2 -Radikale gebildet. die 
hochcytotoxisch sind und zu Gewebezerstorungen fiihren kdnnen. Bei pathologischen Situationen, z.B. im 
Verlauf rheumatisch bedingter Erkrankungen. werden Degradationen von Collagen und Synovialflussigkeit 

10 durch solche Radikale diskutiert (PccqLier, C. et a!.. Inflammation 8, 27-32, 1984). Eukaryotische Zellen 
enthalten zwei Formen von Superoxiddismutasen, von denen die eine vornehmlich in Cytosol (Cu/Zn-SOD) 
und die ander^ hauptsachlich in den Mitochondrion (Mn-SOD) vorliegen. In Lebermitochondrien wurde 
gefunden, da/3 Mn-Enzym in der Matrix einschlietflich der inneren Membran lokalisiert ist. obwohl die Mn- 
SOO auch im Cytosol der Leberzellen nachgewiesen wurde (Mc Cord J.M. et ah. In: Superoxide und 

15 Superoxide Dismutases {A.M. Michelson, J.M. Mc Cord. I. Fridovich, eds.) Academic Press. N.Y., 129-138, 
1977). 

In Prokaryoten existiert neben einer Mn-SOD noch eine Fe-SOD. Letztere wurde auch in Algen und 
Protozoen sowie in einigen Pflanzenspezies nachgewiesen (Bridges, S.M.. Salin. M.L, Plant Physiol. 68. 
275-278. 1981). Diese hochakiiven Enzyme kataiysieren die Oisproportionierung + 0^ +2H^^ 

20 HjO z ^Or und verhindern durch diese Dismutation der Superoxidradikale deren Anreicherung und somit 
deren zellschadigende Wirkung. Neben dem endoplasmatischen Retikulum der Leber konnen die mitochon- 
drialen Membranen als einer der wichtigsten Orte der 0~ Entstehung in tierischen Zellen angesehen 
werden, sodatf es nicht verwundert. da/3 Mitochondrien ihrer eigene. spezielle SOD(Mn-SOD) zur Verfugung 
haben. 

25 Das Strukturgen einer prokaryotischen Mn-SOD (E.coli) wurde cloniert und das chromosomale sodA- 
Gen lokalisiert (Touati. D., J. Bact. 155, 1078-1087. 1983). 

Die 699 bp lange Nukleotidsequenz einer mitochondrialen Hefe Mn-SOD konnte aufgeklart und die 
Primarstruktur sowohl des Precursors als auch des maturen Proteins davon abgeleitet werden - mit 
Molekulargewichten von 26123 Da fur den Precursor und 23059 Da fur das mature Protein (Marres, C.A.M. 
cj et al., Eur. J. Biochem. ±47, 153-161 (1985). Somit unterscheiden sich die Mn - und Cu/Zn-SOD 
(MG = 14893, EP-A 138111) in ihren Molekulargewichten dcutlich. 

-Bie-vollstandrge-Aminosauresequenz-der^^ 
wonach die hMn-SOD aus 196 Aminosauren zusammengesetzt sein soll(Barra. D. et al.. J. Biol. Chem. 259. 
12595-12601. 1984). Die Human Cu/Zn-SOD aus Erythrocyten besteht demgegenCiber aus 153 Ami- 
35 nosauren (Jabusch. J.R., et al. Biochemistry 1j>, 2310-2316, 1980) und zeigt kerne Sequenzhomologien zur 
hMn-SOD) (Barra. D. et al. siehe oben). 

Generell wird den Superoxiddismutasen eine Schutzfunktion gegenuber bestimmten 
Endzundungsprozessen zugesprochen. Insbesondere soil eine Defizienz an Mn-SOD bei der Entwickfung 
der rheumatoiden Arthritis eine Bedeutung zukommen (Pasquier, C. et al., siehe oben). Ein protektiver 
40 Effekt der SOD gegen alkoholinduzierte Leberschadigungen wird ebenfalls angenommen (Del Villano B.C. 
et al.. Science ^07. 991-993. 1980). 

Die Klonierung und Expression einer Human-SOD ist nur fur die Human Cu/Zn-SOD aus Men- 
schenleber bekannt (EP-A 1 381 1 1 ). 

Anhand der vorgenannten essentiellen Egenschaften der Superoxiddismutasen. insbesondere der hMn- 
45 SOD. ist ein Bedarf fur den therapeutischen und/oder diagnostischen Einsatz zu erwarten. Dabei ist es 
vorteilhaft, zu diesem Zweck specieseigene, d.h. humane Mn-SOO in homogener Form und in ausreichen- 
den Mengen zur Verfugung zu haben. Die sich daraus ableitende Zie'vorstellung ist, zu erwartende 
immunolcgische Reakticnen z.B. nach therapeutischem Einsatz, zu minimiereh Oder zu verhindern. 

Erst die Entwicklung von Technologien zur Rekombination von Fremd-DNA mit Vektor-DNA mit der 
so Moglichkeit. auch erstere in Mikroorganismen stabil zu etablieren und zu exprimieren, gestattet es. 
homogene Proteins tierischer Oder humaner Herkunft in groflen Mengen bereitzustellen. Hierbei soli ein 
anderes Ziel erreicht werden. namlich, da/3 das damit hergestellte Enzym - die hMn-SOD - ein gegenuber 
der authentischen genuinen hMn-SOD charakteristisches biologisches Aktivitatsspektrum zeigt 

Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung bestand daher darin. mit Hilfe gentechnologischer Verfahren 
erstmals die fur dieses Enzym codierende DNA-Sequenz zu finden bzw. darzustellen und erstmals 
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aufzuzeigen. nach welchen Methoden diese Sequenz erhaiten werden kann. 

Erfindungsgema/3 wurde diese Aufgabe dadurch gelost, da/3 eine aus Humanzeflen plazentalen Urs- 
prungs gewonnene cDNA-Genbank mit synthetisch hergestellten ONA-Sondenmoleku!en durchsucht wurde 
und dadurch das fur hMn-SOD codierende Gen isoiiert werden konnte. Um das Gen fur hMn-SOD zu 

5 erhaiten. kann nach bekannten Methoden die mRNA aus solchen Zellen isoiiert werden. die das gewjn- 
schte Enzym produzieren. Als Ausgangsmaterial sind verschiedene. z.B. metabolisch aktive drusige 
Gewebe wie z.B. Leber Oder Plazenta geeignet. Nach Herstellung der cDNA, die nach bekannten Methoden 
durch geprimte Synthase mit reverser Transkriptase anhand der isolierten mRNA erhaiten werden kann. 
nachfolgendem Einbau in einen geeigneten Vektor und Amplication zu einer vollstandigen cDNA-Genbank, 

/o kann diese mit einer definierten, radioaktiv markierten DNA-Sonde Oder einer Mischung aus verschiedenen 
solcher Sonden durchsucht werden. Um die Degeneration des genetischen Codes zu berucksichtigen 
werden vorzugsweise definierte DNA-Sondenmischungen verwendet. die alle mcglichen Nukleotidvariatio- 
nen fur ein und dieselbe Aminosaure reprasentieren bzw, die derart ausgewahlt werden, dafl die Anzahl der 
zu synthetisierenden ONA-Sonden einer Mischung mdglichst gering und die Homologie zur gesuchten hMn- 

15 SOD DNA-Sequenz mdglichst hoch ausfallt. Ein weiteres Auswahlkriterium fur die Synthese von DNA- 
Sonden kann darin bestehen, da/3 diese komplementar sind zu mindestens zwei unabhangigen Regionen, 
bespielsweise nahe dem 3'-und 5'-Ende der putativen Gensequenz. Dadurch kdnnen anhand von minde- 
stens zwei getrennten Hybridisierungen Klone identifiziert werden, die gegen beispielsweise beide un- 
abhangige DNA-Sonden positive Signale zeigen. Diese Klone kdnnen dann vorzugsweise fur die Isolierung 

20 des hMn-SOD Gens benutzt werden, da von ihnen zu erwarten ist, dafl sie entweder einen wesentlichen Teil 
Oder das komplette Gen fur hMn-SOD enthalten. 

Die besonderen DNA-Sequenzen. die fur die erfindungsgema.Gen DNA-Scnden verwendet wurden, 
wurden anhand der von Barra, D. et al. pubiizierten Aminosauresequenz der Human Mn-SOD aus 
Lebergeweben (Barra, D. et al., Oxy Radicals and their scavenger Systems. Vol. 1, 336-339, 1983) 

?5 . abgeleitet. Insbesondere kdnnen vorzugsweise zwei Regionen der putativen hMn-SOD DNA-Sequenz 
verwendet werden, die fur mindestens funf Aminosaurereste, vorzugsweise fur 8 Aminosaurereste codieren, 
wobei eine DNA-Sondenlange von mindestens 14, vorzugsweise 23 Basen vorteilhaft ist. Besonders 
vorteilhaft ist es, wenn eine DNA-Sonde komplementar ist zu jener, abgeleiteten hMn-SOD DNA-Sequenz, 
deren genetische Information kolinear ist mit den Aminosaureresten 39 bis 46 und eine zweite DNA-Sonde 

30 komplementar ist zu der entsprechenden DNA-Region, die fur die Aminosaurereste 200 bis 207 der 
bekannten Aminosauresequenz codiert. Ebenso kdnnen naturlich auch DNA-Sequenzen a!s Sonden einge- 
setzt werden, die anhand anderer Mn-Superoxiddismutasen abgeleitet werden kdnnen. 

Mit Hilfe einer solchen DNA-Sonde kdnnen positive Klone erhaiten werden, aus denen eine cDNA- 
Sequenz nach folgender Formel la. isoiiert werden kann, die einen grofien Anteil einer fur hMn-SOD 

35 codierenden Region enthalt: 



40 



45 



50 



55 



3 



0 282 899 



5 



IS 



20 



G ATC 


ATG 


CAG 


CTG 


CAC 


CAC 


AGC 


AAG 


CAC 


CAC 


GCG 
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TTG 


GCC 
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GGA 


GAT 


GTT 
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CAG 
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CCT 
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CTG 


AAG 


TTC 


AAT 


GGT 


GGT 


GGT 


TAT 


ATP 


A AT 


CAT 


AGC 


ATT 


TTC 


TGG 


ACA 


AAC 


CTC 




PPT 

N-» v-» X 


a ap 


OPT 
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GGA 


GAA 


CCC 


AAA 


GGG 


GAG 


TTG 


CTG 


GAA 


GCC 

VJ v_ 


ATP 


AAA 


PPT 


GAC 


TTT 


GGT 


TCC 


TTT 


GAC 


AAG 


TTT 


AAP 




AAft 


PTP 




GCT 


GCA 


TCT 


GTT 


GGT 


GTC 


CAA 


GGC 


TCA 


GGT 


X UVJ 


GPT 


TPP 


CTT 


GGT 


TTC 


AAT 


AAG 


GAA 


CGG 


GGA 


CAC 


TTA 


PAA 


ATT 

<A X X 


hpt 


GCT 


TGT 


CCA 


AAT 


CAG 


GAT 


CCA 


CTG 


CAA 


GGA 


ATA 


APA 


ppp 


CTi 


7\ mm 
All 


CCA 


CTG 


CTG 


GGG 


ATT 


GAT 


GTG 


TGG 


GAG 


CAC 


GCT 


TAC 


TAC 


CTT 


CAG 


TAT 


AAA 


AAT 


GTC 


AGG 


CCT 


GAT 


TAT 


CTA 


AAA 


GCT 


ATT 


TGG 


AAT 


GTA 


ATC 


AAC 


TGG 


GAG 


AAT 


GTA 


ACT 


GAA 


AGA 


TAC 


ATG 


GCT 


TGC 


AAA 


AAG 


TAA 











25 Formel la 

3 Uberraschenderweise wurde gefunden, da/3 die gefundene cONA fur eine Aminosauresequenz ccdiert. 

^ die sich von der publizierten Aminosauresequenz (Barra, 0. et al., J. Biol.Chem. 259, 12595-12601, 1984) in 
einigen Resten und in ihrer lange voneinander unterscheidet. Die gefundenen Unterschiede dieser 
30 Sequenz zur "Barra-Sequenz" betreffen die Aminosaure-Positionen, 42. 88, 109 und 131 (jeweils Qlu 
anstatt Gin) sowie zwei zusatzliche Aminosauren Gly und Trp zyvischen Position 123 und 124, soda/3 die 
* erfindungsgema/te DNA-Sequenz einer hMn-SOD von 198 Aminosauren entspricht. 

Vollig unerwartet war auch. da3 andererseits eine fur hMn-SOD codierende cDNA isoliert werden 
v konnte, die eine Aminosauresubstitution an Position 29 bedeutet (Codon fur Gin anstatt fur Lys) und somit 
35 ln diesem Punkt einen weiteren Unterschied "zur Barra-Sequenz" und zur Formel la aufweist, ents prechend 
Formel lb: ; 
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PAT 














I AC 


GIG 


AAC 


AAC 


m 

\, . G 


AAC 




ACC 


GAG 


GAG 


AAG 


TAC 


CAG 


GAG 


GCG 


TTG 


GCC 


AAG 


GGA 


GAT 


m rr> 

GTT 


ACA 


GCC 


CAG 


ATA 


GCT 


CTT 


CAG 


CCT 


GCA 


CTG 


AAG 


TTC 


AAT 


GGT 


GGT 


GGT 


CAT 


ATC 


AAT 


CAT 


AGC 


ATT 


TTC 


TGG 


ACA 


AAC 


CTC 


AGC 


CCT 


AAC 


s+t^ fry 

GGT 


GGT 


GGA 


GAA 


CCC 


AAx\ 


GGG 


GAG 


TTG 


CTG 


GAA 


GCC 


ATC 


TV T\ i» 

AAA 


CGT 


GAC 


TTT 


GGT 


TCC 


TTT 


GAC 


AAG 


TTT 


AAG 


GAG 


AAG 


CTG 


ACG 


GCT 


GCA 


TCT 


GTT 


GGT 


GTC 


CAA 


GGC 


TCA 


GGT 


TGG 


GGT 


TGG 


CTT 


GGT 


TTC 


AAT 


AAG 


GAA 


CGG 


GGA 


CAC 


TTA 


CAA 


ATT 


GCT 


GCT 


TGT 


CCA 


AAT 


CAG 


GAT 


CCA 


CTG 


CAA 


GGA 


ACA 


ACA 


GGC 


CTT 


ATT 


CCA 


CTG 


CTG 


GGG 


ATT 


GAT 


GTG 


TGG 


GAG 


CAC 


GCT 


TAC 


TAC 


CTT 


CAG 


TAT 


AAA 


AAT 


GTC 


AGG 


CCT 


GAT 


TAT 


CTA 


AAA 


GCT 


ATT 


TGG 


AAT 


GTA 


ATC 


AAC 


TGG 


GAG 


AAT 


GTA 


ACT 


GAA 


AGA 


TAC 


ATG 


GCT 


TGC 


AAA 


AAG 


TAA 



















25 " Forme! Ib 

Geht man davon aus. da/3 die Barra-Sequenz richtig analysiert worden ist, kann anhand der erfindungs- 
gemaflen Nukleotid-bzw. Amincsauresequenz die Moglichkeit eingeraumt werden, da/3 hiermit erstmals und 
uberraschend die mogliche Existenz verschiedener Gene Oder deren allele Auspragungsformen oder 
20 Isoenzyme fur hMn-SOD aufgezeigt wird. 

Da cDNA tragende Klone erhalten werden konnen, denen das fur das komplette hMn-SOD Gen 
notwendige Ende fehlt, war eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung die Bereitstellung des 
kompletten Gens fur hMn-SOD. 

Die Losung dieser Aufgabe kanh nach verschiedenen, bekannten Strategien erfolgen. Eeispielsweise kann 
75 die erhaltene Sequenz selbst als DNA-Sond e ei ngese tzt und dam it d ie cDNA-R^nk rtochmals durchsucht 
werden, urn ein kompfettes Gen bzw. eine cDNA mit dem jeweiis fehlenden Ende zu finden Oder die 
erhaltene DNA-Sequenz kann als Hybridisierungssonde gegen eine genomische Bank verwendet werden, 
urn nach Identifizierung das komplette hMn-SOD Gen zu isolieren. 

Oder man bedient sich der Moglichkeit. Oligonukleotide zu synthetisieren, deren Nukleotidsequenz dem 
4Q fehlenden Ende der hMn-SOD entspricht und mit Hilfe dieser, nach geeigneter linker-Ligation, die 
vollstandige cDNA fur hMn-SOD zu erhalten. Diese Methode besitzt den Vorteil, dafi beispielsweise eine fur 
hMn-SOD ccdierende DNA erhalten werden kann, deren 5'-Ende direkt mit dem Startcodon (ATG) beginnt. 

Als besonders geeignet, diese Aufgabe zu losen, erwies sich fur die Komplettierung der beispielsweise 
ab Aminosaure 22 oder 26 codierenden. erfindungsgemaflen cDNAs die DNA-Sequenz der Formel II, 
45 beginnend mit dem 5'-Startcodon ATG und endend mit dem Codon fur Aminosaure 31 (His, wobei AAG 
[Lys] = 1) unter Zugrundelegung der bekannten Codonpraferenzen wie sie beispielsweise fur die Hefe 
Gultigkeit besitzen (Sharp, P.M. et af. a Nucl.Acids.Res. 14 (13). 5125 - 5143, 1986) 
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5* ATG AAG CAC TCT TTG CCA GAC TTG CCA TAC GAC TAC GGT GCT 
TAC T7C GTG AGA AAC GGT CTG AAG GGT ATG CTG ATG CCA CGA 

CTA GAA CCA CAC ATC AAT GCT CAA ATC ATG CAA TTG CAC CAC 
GAT CTT GGT GTG TAG TTG CGA GTT TAG TAC GTT AAC GTG GTG- 

TCT AAG CAC CAT G 
AGA TTC'GTG GTA C 

Focmel II - 

Ebenso konnen andere bekannte synonyms Codons fur die Komplettierung des hMn-SOD Gens Oder 
zur in vitro Synthese des gesamten Gens verwendet werden, z.B. solche, die eine optimale Codon- 
Anticodon Wechselwirkung in Bakterien, z.B. E.coli, erleichtern und dort die . Effizienz der Translation 
erhohan (Grosjean. H. Fiers, W., Gene 18. 199 - 209. 1982; Ikemura. T., J. Mol. Biol. V5±, 389 - 409, 1981) 
Oder Solche Codons. die den genuinen Verhaltnissen in Saugetierzellen entsprechen (Grantham, R. et al. t 
Nucleic Acid Research 9, 43-47. 1981). Letztere konnen vorzugsweise zur Transformation und nachfolgend 
zur Expression in Saugetierzellen eingesetzt werden. 

Es ist prinzipiell moglich. den Methioninrest, der durch das Startcodon ATG kodiert wird und dem reifen 
hMn-SOD, beginnend mit der ersten Aminosaure Lysin, vorangestellt ist, nachan sich bekannten Verfahren, 
beispielsweise mit CNBr oder CNCI, abzuspalten. 0a aber im reifen Enzym hMn-SOD weitere interne 
Methioninrests vorkommen konnen z.B. an Positionen 23 oder 192 - kann eine solche Vorgehensweise 
nicht durchfuhrbar sein, sodafl in diesem Fall der zusatzliche N-terminale Methioninrest erhalten bleibt, 
ohne Einflufl auf die biologische Aktivitat der hMn-SOD. 

Es konnen jedoch auch er.zymatische Spaitungen vorgesehen werden. wobei bekannterweise geeignete 
synthetische Linker eingesetzt werden konnen, da zu erwarten ist, da/3 sich Codons fur entsprechende. 
spezifi'sche Aminosauren an den gewunschten Positionen auf dem Vektor, der die hMn-SOD cDNA enthalt, 
befindet. Z. B. sind Arg-oder Lys-Reste fur eine tryptische Spaltung zu nennen bzw. man bedient sich 
allgemein Codons, die fur Protease-empfindliche Aminosauren codieren. Diese konnen vor oder hinter dem 
JLtadd£o.dofl^ 

Eine zusatzliche Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, mit Hilfe gentechnologischer Verfahren 
die fur hMn-SOD codierende Sequenz in geeigneten Wirtszellen erstmals zur Expression zu bringen, das 
homogene Enzym hMn-SOD noch solchen Verfahren erstmalig herzustellen, zu isolieren und in reiner Form 
bereitzuste^len und die dafur erforderliche Vorgehensweise erstmals zu beschreiben. 

ErfindungsgemaB wurde diese Aufgabe dadurch gelost, indem die fur hMn-SOD codierehden DNA- 
Sequenzen, beispielsweise der Formeln Ilia, oder Hlb 
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ATG AAG CAC TCT TTG CCA 
GCT CTA GAA CCA CAC ATC 
CAC CAC TCT AAG CAC CAC 
AAC GTC ACC GAG GAG AAG 
GGA GAT GTT ACA GCC CAG 
AAG TTC AAT GGT GGT GGT 
TGG ACA AAC CTC AGC CCT 
GGG GAG TTG CTG GAA GCC 
TTT GAC AAG TTT AAG GAG 
GGT GTC CAA GGC TCA GGT 
AAG GAA CGG GGA CAC TTA 
CAG GAT CCA CTG CAA GGA 
CTG GGG ATT GAT GTG TGG 
TAT AAA AAT GTC AGG CCT 
AAT GTA ATC AAC TGG GAG 
GCT TGC AAA AAG TAA 



GAC 


TTG 


CCA 


TAC 


GAC 


TAC 


GGT 


AAT 


GCT 


CAA 


ATC 


ATG 


CAA 


TTG 


GCG 


GCC 


TAC 


GTG 


AAC 


AAC 


CTG 


TAC 


CAG 


GAG 


GCG 


TTG 


GCC 


AAG 


ATA 


GCT 


CTT 


CAG 


CCT 


GCA 


CTG 


CAT 


ATC 


AAT 


CAT 


AGC 


ATT 


TTC 


AAC 


GGT 


GGT 


GGA 


GAA 


CCC 


AAA 


ATC 


AAA 


CGT 


GAC 


TTT 


GGT 


TCC 


AAG 


CTG 


ACG 


GCT 


GCA 


TCT 


GTT 


TGG 


GGT 


TGG 


CTT 


GGT 


TTC 


AAT 


CAA 


ATT 


GCT 


GCT 


TGT 


CCA 


AAT 


ACA 


ACA 


GGC 


CTT 


ATT 


CCA 


CTG 


GAG 


CAC 


GCT 


TAC 


TAC 


CTT 


CAG 


GAT 


TAT 


CTA 


AAA 


GCT 


ATT 


TGG 


AAT 


GTA 


ACT 


GAA 


AGA 


TAC 


ATG 
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5' ATG AAG CAC TCT TTG CCA GAC TTG CCA TAC GAC TAC GC-T 

GCT CTA GAA CCA CAC ATC AAT GCT CAA ATC ATG CAA TTG 

CAC CAC TCT CAG CAC CAC GCG GCC TAC GTG AAC AAC CTG 

AAC GTC ACC GAG GAG AAG TAC CAG GAG GCG TTG GCC AAG 

GGA GAT GTT ACA GCC CAG ATA GCT CTT CAG CCT GCA CTG 

10 AAG TTC AAT GGT GGT GGT CAT ATC AAT CAT AGC ATT TTC 

TGG ACA AAC CTC AGC CCT AAC GGT GGT GGA GAA CCC AAA 

GGG GAG TTG CTG GAA GCC ATC AAA CGT GAC TTT GGT TCC 

rs TTT GAC AAG TTT AAG GAG AAG CTG ACG GCT GCA TCT GTT 

GGT GTC CAA GGC TCA GGT TGG GGT TGG CTT GGT TTC AAT 

AAG GAA CGG GGA CAC TTA CAA ATT GCT GCT TGT CCA AAT 

2Q CAG GAT CCA CTG CAA GGA ACA ACA GGC CTT ATT CCA CTG 

CTG GGG ATT GAT GTG TGG GAG CAC GCT TAC TAC CTT CAG 

TAT AAA AAT GTC AGG CCT GAT TAT CTA AAA GCT ATT TGG 

AAT CTA ATC AAC TGG GAG AAT GTA ACT GAA AGA TAC ATG 

25 GCT TGC AAA AAG TAA 



30 



Formel Tllb 

gegsbenfalls mit entsprechenden Signal-oder Kontrollsequenzen versehen. in geeigneie Vektoren inseriert 
und damit geeignete Wirtszellen transformiert wurden. Nach Kultivierung der transformierten Wirtszellen 
werden die gebildeten Polypeptide nach an sich bekannten Verfahren isoliert und gereinigt. Die erhaltenen 
Polypeptide entsprechen den nachfolgenden Formein IVa und IVb. 



35 1 5 — : LO- 
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Lys His Ser Leu Pro Asp Leu Pco Tyr Asp Tyc Gly Ala Leu Glu 

20 25 30 

Pro His lie Asn Ala Gin lie Met Gin Leu His His Ser Lys His 

35 40 45 

His Ala Ala Tyr Val Asn Asn Leu Asn Val Thr Glu Glu Lys Tyr 
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50 55 so 

Gin Glu Ala Leu Ala Lys Gly Asp Val The Ala Gin lie Ala Leu 

65 70 75 

Gin Pco Ala Leu Lys Phe Asn Gly Gly Gly His lie Asn His Ser 

80 85 90 

lie Phe Trp Thr Asn Leu Ser Pro Asn Gly Gly Gly Glu Pco Lys 

95 100 105 

Gly Glu Leu Leu Glu Ala He Lys Arg Asp Phe Gly Ser Phe Asp 

U0 H5 120 

Lys Phe Lys Glu Lys Lev. Thr Ala Ala Ser Val Gly Val Gin Gly 

125 130 135 

Ser Gly Trp Gly Trp Lev Gly Phe Asn Lys Glu Arg Gly His Leu 

140 145 150 

Gin He Ala Ala Cys Pro Asn Gin Asp Pro Leu Gin Gly Thr Thr 



-15-5- 



-1-60- 



JL65_ 



Gly Leu He Pro Leu Leu Gly He Asp Val Tcp Glu His Ala Tyc 

170 175 180 

Tyc Leu Gin Tyr Lys Asn Val Arg Pro Asp Tyr Leu Lys Ala He 

135 190 195 

Trp Asn Val He Asn Trp Glu Asn Val Thr Giu Arg Tyr Met Ala 



Cys Lys Lys 



Forme 1 IVa 
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1 5 10 is 

Lys His Ser Leu Pro Asp Leu Pro Tyr Asp Tyr Gly Ala Leu Glu 

20 25 30 

Pro His lie Asn Ala Gin He Met Gin Lau His His Ser Gin His 

35 40 45 

His Ala Ala Tyr Val Asn Asn Leu Asn Val Thr Glu Glu Lys Tyr 

50 55 60 

Gin Glu Ala Leu Ala Lys Gly Asp Val Thr Ala Gin He Ala Leu 

65 70 75 

Gin Pro Ala Leu Lys Phe Asn Gly Gly Gly His He Asn His Ser 

80 -85 90 

He Phe Trp Thr Asn Leu Ser Pro Asn Gly Gly Gly Glu Pro Lys 

95 100 105 

Gly Glu Leu Leu Glu Ala He Lys Arg Asp Phe Gly Ser Phe Asp 

110 115 120 

Lys-P-h e-Ly-s-Gl-u-L-ys-L eu- Thr- A 1 a- A-La-S e x-Val-G-ly— Va-l-G-ln-G-l-y- 



125 130 135 

Ser Gly Trp Gly Trp Leu Gly Phe Asn Lys Glu Arg Gly His Leu 

140 145 150 

Gin He Ala Ala Cys Pro Asn Gin Asp Pro Leu Gin Gly Thr Thr 

155 160 165 

Gly Leu He Pro Leu Leu Gly He Asp Val Tr? Glu His Ala Tyr 
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/5 



20 



25 



00 



-35- 



170 175 180 

Tyr Leu Gin Tyr Lys Asn Val Arg Pro Asp Tyr Leu Lys Ala He 

185 190 195 

Trp Asn Vai He Asn Trp Glu Asn Val Thr Glu Arg Tyr Met Aia 



Cys Lys Lys 



Formel IVb 

Die Sequenz gemafl Formeln Ilia und 1Mb eignen sich besonders zur Herstellung von nicht-glykoiisierter 
hMn-SOD der Formeln IVa und IVb in Mikroorganismen. insbesondere in E.coli Oder S. cerevisiae. Das 
Problem der Glykosylierung beispielsweise in Hefe kann dadurch umgangen werden. da3 man sich 
Mutanten bedient. die Defizient sind in der Glykosylierung von Proteinen (alg Mutanten) (z.B. Huffaker, T.C., 
Robbins P.W. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80, 7466-7470, 1983). 

Falls es notwendig oder sinnvoll erscheint, kann dem kompletten hMn-SOD Gen, beispielsweise gema/3 
Formeln Ilia oder lllb eine Leader-bzw. Signalsequenz direkt dem ersten Codon der ersten N-terminalen 
Aminosaure der reifen hMn-SOD bzw. vor dem Startcodon ATG vorangestellt werden. Hiermit kann erreicht 
werden, dafl die hMn-SOD aus der Wirtszelle iransportiert und leicht aus dem Kulturmedium isoiiert werden 
kann. 

Derartige Signalsequenzen sind beschrieben worden; sie codieren fur einen meist hydrophoben 
Proteinanteil, der durch posttranslationale Modifikationsprozesse in der Wirtszelle abgespaiten wird (Davis, 
• D.B.. Tai.P.-C.. Nature 283, 433-438,1980; Perlman, D., Halvorson, H.O., J.Mol. Siol. 167, 391-409. 1983). 
Wenn vor die erste Aminosaure der hMn-SOD ein ATG-Codon konstruiert worden ist, kann ein Genprodukt 
erhalten werden, das vor dem Lysin ein N-terminales Methionin enthalt. Da3 Signalsequenzen von 
Prokaryoten verwendet werden, urn Proteine in das Periplasma zu sekretieren und korrekt zu prozessieren, 
ist bekannt. (z.B. Davis. B.D., Tai. P.-C 1980). 



40 



45 



50 



55 



Selbstverstandlich" ist es nacFTIsolierung und^Klonierung deFrTMrvSOD^DNA^Sequenz moglicrT7~das~ 
durch diese Sequenz codierte Enzym spezifisch zu modifizieren. Enzymmodifikationen konnen beispiels- 
weise uber gezielte in vitro Mutationen mit syntetischen Oligonukleotiden erfolgen, wodurch die katalyti- 
schen Eigenschaften der hMn-SOD beeinfluflt und neuartige enzymatische Aktivitaten geschaffen werden 
konnen. Die grundlegenden methodischen Schritte zur Durchfuhrung derartiger Proteinmanipulationen sind 
bekannt (z.B. Winter, G. et a!., Nature 299, 756 - 758. 1982; Dalbadie - Mc Fa«1and. G. et al. Proc. Natl. 
Acad. Sci.USA. 79. 6409-6413, 1982). 

Fur die Klonierung, d.h. Amplifikation und Preparation, des hMn-SOD Gens kann E. coli verwendet 
werden. vorzugsweise E. coli C600 (Nelson et al. Virology 108,338-350. 1981) oder JM 101, bzw. E. coli- 
Stamme mit mindestens einem der bekannten sup-Genotypen. Die Klonierung kann aber auch in Gram- 
positiven Bakterien wie z.B. B. subtilis erfolgen. Derartige Systeme sind vielfach beschrieben. 

Als geeignete Wirte fur die Expression des erfindungsgematfen hMn-SOD-Gens kommen sowohl 
Mikroorganismen als auch Kulturen multizellularer Organismen in Frage. 

Unter Mikroorganismen sind Prokaryoten, d.h. Gram-negative oder Gram-positive Bakterien, und Eukaryo- 
ten, wie Protozoen, Algen, Pilze bzw. hdhere Protisten. zu verstehen. Von den Gram-negativen Bakterien 
sind besonders die Enterobacteriaceae, z.B. E. coli, von den Gram-positiven die Bacillaceae und apathoge- 
nen Micrococcaceae, z.B. 3. subtilis und Staph, carnosus. von den Eukaryoten die Ascomyceten inbeson- 
dere die Hefen, z.B. Saccharomyces cerevisiae. bevorzugte Wirte. 

Fur einzellige Mikroorganismen stehen eine ^/ielzahl an Ausgangsvektoren zur Verfugung. die sowohl 
plasmidischen als auch virales Ursprungs sein konnen. Diese Vektoren konnen in einfacher Kopienzahl oder 
als Multicopy-Vektoren vorliogen. Oerartige Vektoren, die zur Klonierung und Expression der erfindungs- 
gemaflen hMn-SCD wie ailgemein fur eukaryotische DNA-Sequenzen geeignet sind, werden in vielen 
Publikationen und Manuals beschrieben (z.8. Maniatis. T. et al. Molecular Cloning. Cold Spring Harbor 
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Laboratory, 1S82; Giover, D.M. (ed.) CNA Cloning Vol. I, II. 1985) end sind kommerziell erhaltlich. 

Irn allgemeinen konnen Plasmid-Vektoren. die in der Regel einen Replikationsursprung und Kontrollse- 
quenzen fur die Transkription, Translation und Expression enthalten. in Verbindung mit diesen Wirten 
verwendet werden. Diese Sequenzen sollten aus Spezies stammen, die kompatibel mit den Wirtszellen 

5 sind. Cer Vektor tragt ublicherweise neben einer Replikationsstelle zusatzlich Erkennungssequenzen. die es 
ermoglichen, in transformierten Zelle phanotypisch zu selektionieren. Die Selektion kann entweder durch 
Komplementation, Suppression Oder durch Inaktivierung eines Markers erfolgen. Hinsichtlich der beiden 
erstgenannten Verfahren sind auxotrophe Mutanten von Bakterien und Hefen, die defizient sind fur ein 
essentielles Stoffwechselprodukt. oder Nonsense-Mutanten, in denen es bei der Translation des betroffenen 

io Gens zum Kettenabbruch kommt. Verschiedene Suppressor-Gene, z.B.supO, E. F (supprimieren UAG). 
supC. G (supprimieren UAG Oder UAA) sind bekannt. 
- Beim dritten Verfahren tragt der Vekicr ein Resistenz-Gen gegen ein Oder mehrere oytotoxische Agenzien, 
wie z.B. Antibiotika, Schwermetalle. Durch Insertion einer fremden ON A in soich ein Marker-Gen wird dieses 
inaktiviert, sodafl der neu entstandene Phanotyp vom ursprunglichen Phanotyp unterschieden werden kann. 

;5 Zum Beispiel kann E. coii mit pBR322 transformiert werden. ein Plasmid das aus E. coli Species 

• stammt (Bolivar, et al. t Gene 2. 95 (1977). pBR322 enthalt Gene fur Ampicillin-und Tetracyclin-Resistenz 
und liefert damit einfache Mittel, transformierte Zellen zu identifizieren, indem durch Klonieren in beispiels- 
weise die Pstl-Steile im /3-Lactamase-Gen der Phanotyp Ap', Tc f zu Ap s , Tc r konvertiert wird. Andere 
Verfahren sind gleichsam anwendbar, wofiir beispielsweise die lacZ-Geninaktivierung bei \-und M 13- 

20 Vektoren sowie bei verschiedenen Plasmiden (z.B. pUC, pUR) bedeutend ist. Diese sehr vielfaltigen 
Selektionssysteme sind altbekannt und entprechend liegt darCiber eine Fulle an Literatur vor. 

Neben solchen Selektionsmarkern mussen derartige Vektoren, insbesondere Expressionsvektoren. 
Signalsequenzen aufweisen, die die korrekte Initiation und Termination der Transkription gewahrleisten. Fur 

• die korrekte Transkription des hMn-SOD Gens konnen daher diese Vektoren eine bakterielle Oder eukaryoti- 
*5 ""' sche Transkriptionseinheit enthalten. bestehend aus einem Promotor, der kodierenden Region mit dem 

hMn-SOD Gen und des sich daran anschlieOenden Terminators. Entsprechend der Natur der Transkription- 
seinheiten konnen diese konservierte Prototyp-Sequen'zen wie z.B. Pribnow-Box oder TTG-Sequenz oder 
aber CAAT-Box, TATA-3ox. die bekannten Terminationssignale (z.B. AATAAA, TATGT). sowie mindestens 
ein Stop-Codon enthalten. wobei vorzugsweise hinsichtlich des Wirtes homologe Promotoren und Termina- 

30 toren verwendet werden. Die gebildete mRNA enthalt ublicherweise eine 3'poly(A)-Sequenz und/oder eine 
5'cap-Struktur. Fur die Translation des hMn-SOD Gens bedarf es einer ribosomalen Bindungsstelle (R8S), 
bestehend aus Shine/Dalgarno (S/D)-Sequenz und einem dazu in definiertem Abstand yon allgemein 3 bis 
. 12 Nukleotiden stehendem Initiationscodon sowie mindestens einem Stop-Codon. Alternativ konnen RBSs 
synthetisch hergestellt werden, wodurch die Homologie mit dem 3'-Ende der 16S rRNA erhoht werden kann 

.05— (Jay,-E.-et-aL-Nucleic-Acids-Res.O0 l -63-1 9-6329^-1 982), : 

Insbesondere bei eukaryotischen Expressionssystamen (z.B. S. cerevisiae) sollten vorzugsweise Regu- 
lationssysteme fur die Translation wirtseigenem Ursprungs benutzt werden. da in Hefen keine den 
Prokaryoten analogen Verhaltnisse (Homologie der S/D-Sequenz mit dem 3'-Ende der 16S rRNA) vorliegen 
und die Signale bzw. die RBS fur die Initiation der Translation auf eine etwas andere Weise a!s bei 

40 Prokaryoten definiert sind (z.B. Kozak. M.. Nucleic Acids Res. 9. 5233-5252, 1981; Kozak. M. J. Mol.. Biol. 
156. 807-820, 1982). 

Vorzugsweise besitzt der Klonierungs - oder Expressionsvektor nur eine Restriktionsendonuklease- 
Erkennungsstelle, die entweder im Ausgangsvektor a priori vorliegt oder'nachtraglich Ober entsprechende 
Linker eingefiihrt werden kann. Linker konnen entweder chemisch ieicht synthetisiert werden oder sind 

45 kommerziell erhaltlich. 

Haufig benutzte Hefe-Promotoren bei der Herstellung von entprechenden Expressionsplasmiden bein- 
haiten solche Promotoren, die im Hefesystem die Expression besonders effizient steuern. wie z.B. PGK 
Promotor (Tuite, M.F. et al., The EMBO Journal K 603-608. 1982; Hitzeman. R.A. et al.. Science 219. 620- 
625, 1983), PH05 Promotor (Hinnen, A..& Meyhack. B., Current Topics in Microbiology and Immunology 96, 

so 101-117, 1982; Kramer, R.A. et aL, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81_. 367-370. 1984), GAPDH Promotor (Urdea. 
M.S. et al Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80, 7461-7465, 1983), GAL10 Promotor (Broach et ai. Experimental 
Manipulation of Gene Expression 83-117, 1983), Enolase (ENO)-Promotor (Holland, M.J. et al, J- Biol. 
Chem. 256, 1385-1395, 1981), a-Faktor Promotor (Bitter, G.-A. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA §£. 5330- 
5334; Yakota, T. et al. Miami Winter Symp. 17. Meet. Adv. Gene Technol.2. 49-52.1985)) oder der ADHI 

55 Promotor (Ammerer, G.. Methods in Enzymology KM. 192-201. 1983; Hitzeman, R.A. et al. Nature 293. 717- 
722. 1981). 

Auch sind Promotoren anderer glykolytischer Enzyme (Kawasaki und Fraenkel, Biochem. Biophys. Res. 
Comm. 108 . 1107-1112. 1982) geeignet. wie Hexokinase. Pyruvatdecarboxylase. Phosphofructokinase. 
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Glucose-6-Phosphat Isomerase. Phosphoglucose Isomerase und Glucokinase. Bei der Konstrukiion geei- 
gneter Expressionsplasmide konnen die mit diesen Genen assoziierten Termin?tionssequenzen ebenfalls in 
den Expressions-Vektor am 3'Ende der zu exprimierenden Sequenz eingesetzt werden. urn Polyadenylie- 
rung una T6rminaticn der mRNA vorzusehen. Andere Promotoren. die zudem noch den Vorteil der durch 

5 Wachstrumsbedingungen kontrollierten Transkription besitzen. sind die Promotor-Regionen der Alkohol- 
Dehydrogenase-2. des Isocytochrom C. der abbauenden Enzyme, die mit dem Stickstoff-Metabolismus 
gekoppelt sind. die oben erwahnte Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH) und der Enzyme, 
die fur die Metabolisierung von Maltose und Galaktose verantwortlich sind. Promotoren. die durch den Hefe 
Mating Typ Locus reguliert werden, beispielsweise Promotoren der Gene BARI. MECI.STE2. STE3 , STE5 

10 konnen bei temperaturregulierten Systemen durch die Verwendung von temperaturabhangigen sir Mutatio- 
nen eingesatzt werden! (Rhine. Ph. 0. Thesis, University of Oregon. Eugene, Oregon (1979), Herskowitz and 
Oshima. The Molecular Biology of the Yeast Saccharomyces . part I, 181-209 (1981), Cold Spring Harbor 
Laboratory). 

Oiese Mutationen beeinflussen die Expression der ruhenden Mating Typ Kassetten von Hefen und dadurch 

is indirekt die Mating Typ abhangigen Prcimotoren. Genereil ist jedoch jeder Plasmid-Vektor, der einen Hefe- 
kompatiblen Promoter, originare Replikations-und Terminationssequenzen enthalt, geeignet. 

Fur den Fall, da/3 die Expression von hMn-SOD in Bakterien erfolgen soli, sind vorzugsweise solche 
Promotoren einzusetzen. die eine hohe Syntheserate an mRNA bedingen und die daruberhinaus induzierbar 
sind. Bekannte und verwendete Promotoren beinhalten die Beta-Lactamase-(Penicillinase) und Lactose- 

20 Promotor-Systeme (Chang et al.. Nature 275. 615 (1978); Itakura et al. f Science 198. 1056 (1977); Goeddel 
et al.. Natu-e 281_. 544 (1979) inclusive des UV5-Promotors.(Silverstone. A.E et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 66, 773-779, 1970) und Tryptophan (trp) Promotor-Systeme (Goeddel et al., Nucleic Acids Res. 8 4057 
(1980); Eurcpa-Anmeldung, Offenlegungs-Nr. 0036 776). Daruberhinaus sind auch andere mikrcbielle 
Promotoren entwickelt und benutzt worden. Die Gen-Sequenz fiir hMn-SOD kann beispielsweise unter der 

25 Kontrolle des Lambda-P L Promotors transkribiert werden. Dieser Promotor ist bekannt als einer der beson- 
ders starken, steuerbaren Promotoren. Die Steuerung wird moglich durch einen thermolabilen Repressor cl 
(z.B. c!857), von dem benachbarte Restriktionsschnittstellen bekannt sind. Daneben konnen auch der 
Promotor der alkalischen Phosphatase aus E. coli (Ohsuye, K. et al., Nucleic Acids Res. 11. 1283-1294, 
1983) und hybride Promotoren, wie z.B. den tac-Promotor (Amann, E. et al. Gene 25. 167-778, 1983; De 

30 Boer, H.A., et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80. 21-25, 1983). Uber die Anwendung solcher tragbaren 
Promotoren (Iacuv5, lacZ SD, tac) bzw. uber Vektoren zur Herstellung fusionierter und nicht-fusionierter 
eukaryotischer Proteine in E. coli, kann auch in T. Maniatis et al.. Molecular Cloning, Cold Spring Harbor 
Laboratory. 1982. insbesondere S. 41 2f nachgelesen werden. Die Expression und Translation einer hMn- 
. SOD Sequenz in Bakterien kann auch unter Kontrolle anderer Regulationssysteme. die als "homolog" zu 
-35— dem-Organismus-in-seiner-untransfo™^ 

Promotor-Operator-Systeme wie Arabinose-Operator, Colicin El-Operator, Galactose-Operator, aikalische 
Phosphatase-Operator. trp-Operator. Xylose A Operator, u.a. Oder Teile davon verwendet werden. 

Zur Klonierung oder Expression von hMn-SOD in Bakterien. beispielsweise in E. coli, Oder in Hefen, 
beispielsweise in S. cerevisiae. stehen gutbekannte Vektoren zur Verfugung, von denen fiir die erstgenan- 

40 nten Wirtssysteme verteilhaft die pBR-(Bolivar. F. et al.. Gene 2. 95-113,1977), pUC-(V1eira,l., Messing. I., 
Gene 19. 259-268.1982) pOP-(Fuller, F. t Gene 19, 43-54, 1982)7 pAT-(Windass. J.D. et al., Nucleic Acids 
Res. 10. 6639-6657, 1982) pHV-Plasmide (Ehrlich, S.D.. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75, 1433-1436. 1977), 
Lambda-Vektoren inclusive Phasmide (Brenner. S. et al.. Gene 17. 27-44.1982), Cosmide (Collins. J.. Hohn. 
B., Proc. Natl., Acad. Sci. USA 75. 4242-4246, 1979) und die anderen literaturbekannten Vektoren (z.B. 

45 Maniatis, T. et al., Molecular Cloning, Cold Spring Habor Laboratory, 1982), insbesondere pBR - und pUC- 
Derivate. beispielsweise pBR322. pUCl8 verwendet werden konnen. 

Als Expressionsvektoren in Hefen bieten sich integrierende (Yip), replizierende (YRp) und episomale 
(YEp) Vektoren (Struhl. K. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76, 1035-1039. 1979; Stinchcomb. D.T. et al., 
Nature 282. 39-43. 1979; Hollenberg. CP.. Current Topics in Microbiology and Immunology 96. 119-144, 

so 1982) an. vorzugsweise YEp13 (Broach, J.R. et al. Gene 8. 121-133. 1979). Ylp5 (Struhl. K. et al.. 1979) s.o., 
ATCC 37061) sowie pJD8207 (DSM 3181) Oder pEAS*T02. Der Vektor pEASl02 kann erhalten werden, 
indem Ylp5 mit Pstl teilweise und mit BamHI vollstandig verdaut und das isolierte 4.3 kb Fragment (enthalt 
das URA3 Gen) mit dem 4.4kb BamHI/Pstl-fragment von pJDB207 ligiert werden. 

Zusatzlich zu Mikroorganismen sind Kulturen multizellularer Organismen ebenfalls geeignete Wirte fur 

55 die Expression von hMn-SOD. Im Prinzip ist jede dieser Kulturen einsetzbar. ob von Wirbeltier-oder 
wirbellosen Tierzellkulturen. Grofltes Interesse besteht jedoch an Wirbeltier-Zellen, so dafl die Vermehrung 
von Wirbeltierzellen in Kultur (Gewebe-Kultur) in den letzen Jahren zu einer routinemafliger Methode wurde. 
(Tissue. Culture. Academic Press. Kruse and Patterson. Editors, 1973). 8eispieie solche nutzlichen Wirtszel- 
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linien sind VEHO-und HeLa-Zeiien, Goldhamster-Eierstock (CHO)-Zeilen una VV133, 3HK, COS-7 und 
MOCK-Zellinien. €xpressionvektoren fur diese Zellen enthaiten ublicherweise einen Reolikationsursprung, 
einen Promotor, der vor der zu exprimierenden hMn-SOD lokalisiert ist. eine notwendige Ribosomenbm- 
dungsstelle, RNA-Splei/3stelle. Polyadenylierungsstelle und transkriptionelle Terminations-Sequenzen. 

5 Bei der Verwendung von Saugetierzellen werden die Kontrollfunktionen auf den Expressions-Vektoren 

oftmals aus.viralem Material vorgesehen. Beispielsweise stammen die ublicherweise verwendeten Promo 
toren aus Papovaviren wie Polyoma-, Papilloma Viren. Simian Virus 40 (SV 40)und aus Retroviren. 
Adenovirus Typ 2.. Die fruhen und spaten Promotoren des SV 40 und deren Anwendungen sind vielfaltig 
beschrieben. Au/3erdem ist es mdglich und oft empfehlenswert. Promotor-oder Kontroll-Sequenzen oder 

io Spleiflsignale zu verwenden, die mit den gewunschten Gensequenzen ursprunglich verknupft sind, voraus- 
gesetzt. diese Kontroilsequenzen sind kompatibel zu den Wirtzellsystemen. So sind SV40-Vektoren be- 
kannt, in denen eine exogene eukaryotische DNA mit ihran eigenen Promotorsequenzen und Spleiflsignalen 
neben dem spaten SV40-Promotor ein stabiles Transkript liefern. 

Ein Replikationsursprung kann entweder durch eine entsprechende Vektorkonstruktion erhalten werden, 

/5 soda/3 diese einen exogenen Startpunkt. beispielsweise aus SV 40 Oder anderen viralen Quellen (z.B. 
Polyoma. Adeno. VSV. PBV. etc.) enthalt Oder dieser kann durch die chromosomalen Replikationsmechanis- 
men der Wirtszelle geliefert werden. Wird der Vektor in das Wirtszellenchromosom integriert. reicht die 
zuletztgenannte Maflnahme meistens aus. 

Die Transformation der Zellen mit den Vehikeln kann durch eine Vielzahl an Verfahren erreicht werden. 

20 Beispielsweise kann sie durch Kalzium erfolgen, wobei entweder die Zellen in Magnesium gewaschen und 
die DNA den in Kalzium suspendierten Zellen zugegeben wird Oder die Zellen werden einem Koprazipitat 
von DNA und Kalziumphosphat ausgesetzt. Bei nachfolgender Genexpression werden die Zellen aus 
Medien ubertragen, die fur transformierte Zellen selektieren. 

Bei intrazellularer Produktion von hMn-SOD kann das Enzym dadurch isoliert werden. da/J die Zellen 

25 nach Erreichen einer entsprechend hohen Zelldichte abzentrifugiert und danach enzymatisch oder mechani- 
sch aufgeschlossen werden. Die Reinigung der erfindungsgema/ten hMn-SOD kann uber bekannte 
biochemische Verfahren zur Protein-bzw. Enzymreinigung wie z.B. Dialyse, Elektrophorese. Prazipitation. 
* Chromatographie oder Kombinationen davon erfolgen. Wenn das Enzym aus der Zelle sekretiert wird. 
W3rden analoge Verfahren zur Proteinreinigung durchgefuhrt. um hMn-SOD aus dem Kulturmedium in 

30 reiner Form zu erhalten. 

Das mit diesen Methoden gereinigte, erfindungsgema/te hMn-SOD zeigt ein dem genuinem Enzym 
identisches biologisches Aktivitatspektrum in vivo und in vitro . 

Unter diesen Aktivitaten sind sowohl immunologische Eigenschaften (z.B. Kreuzreaktion mit Antikorpern 
von genuiner hMn-SOD gegen die erfindungsgemafle hMn-SOD) als auch biochemische und enzymatische 

35 Aktivitaten zu verstehen. Fur die biochemische und enzymatische Charakterisierung der hMn-SOD kann 
z.B. der Lehre von Marklund, S. (Marklund. S.& Marklund. G., Eur J. Biochem. 47. 463-474. 1974) gefolgt 
werden, wonach auch eine strikte Unterscheidung zwischen den Cu/Zn und Mn enthaJtenden Enzymen, z.B. 
durch Zusatz von KCN (inhibiert Cu/Zn-SOD nicht aber Mn-SOD) Oder anhand der unterschiedlichen pH- 
Abhangigkeit ihrer Aktivitaten gegeben ist (siehe insbesondere: Ysebaert-Vanneste, M., Vanneste. W.H.. 

40 Anal. Biochem. 107, 86-95. 1980). 

Bei dem erfindungsgemaflen Polypeptid handelt es sich nicht ausschliefllich nur um das reife hMn- 
SOD, das im einzelnen beschrieben ist, sondern ebenfalls um jedwede Modifikation dieses Enzyms. Diese 
Modifikationen beinhalten z.B. Verkurzung des Molekuls am N-oder C-terminalen Ende, Austausch von 
Aminosauren durch andere Reste. wodurch die Enzymaktivitat nicht wesentlich verandert wird. 

45 Gegenstand der Erfindung sind nicht nur Gensequenzen. die spezifisch fur die beschriebene und beispiel- 
haft belegt hMn-SOD codieren, sondern ebenfalls Modifikationen. die leicht und routinemaflig uber Mutation, 
Abbau, Transposition oder Addition erhalten werden kdnnen. Jede Sequenz, die fur die erfindungsgemafle 
hMn-SOD codiert (d.h. die das entsprechende und bekannte biologische Aktivitatsspektrum aufweist) und 
im Vergleich mit der gezeigten degeneriert ist. ist ebenfalls eingeschlossen; Fachleute auf diesem Gebiet 

so sind in der Lage, DNA-Sequenzen insbesondere der codierenden Regionen zu degenerieren. Ebenso ist 
jede Sequenz, die fur ein Polypeptid mit dem Aktivitatsspektrum der authentischen hMn-SOD codiert, und 
die mit den gezeigten Sequenzen (oder Teilen davon) unter stringenten Bedingungen hybridisiert beinhaltet. 

Es gehort zum Stand der Technik, unter welchen definierten Bedingungen eine Hybridisierung 
(inclusive Vorwaschen; Prahybridisierung, Hybridisierung, Waschen) durchzufuhren ist. um stringente Be- 

55 dingungen zu erreichen. Fur die Hybridisierung von Oligonukleotiden gegen eine Genbank ("gene bank 
screening") ist vorzugsweise unter den Bedingungen nach Weed, l.M. st ai. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82. 
1582-1588. 1985) zu verfahren. Um zu testen. ob eine bestimmte DNA-Sequenz mit einer der erfindungs- 
gemaflen, fur hMn-SOD codierenden DNA-Sequenzen hybridisiert - entweder via in situ Hybridisierung 
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gegen Plaques Oder BWffienkolonien ocler via Southern-Blotting - smd diWn Maniatis. T. at al. detaiiliert 
beschriebenen Methoden und Bedingungen zu ubernehmen (Maniatis. T.et al.. Molecular Cloning, Cold 
Sping Harber Laboratory. 1982. insbesondere S. 326-328 und S. 387-389). Alle vom Hintergrund sich 
deutlich abhebenden Signale zeigen demgemafl ein positives Hybridisierungssignal an. 

5 Spezifischer werden die oben naher bezeichneten Aufgaben dadurch gelost. da/3 aus Men- 
schengewebe, vorzugsweise aus Gewebe der Plazenta des Menschen, die RNA prapariert wird. Wahrend 
der Aufschlufl von Gewebekuliurzellen direct mit hei/tem Phenol erfolgen kann. mussen Gewebe fur diese 
Art der Extraktion erst in tiefgefrorenem Zustand. vorleiihafterweise in Gegenwart von pulverisiertem oder 
kornigen Trockeneis Oder in flussigem Stickstoff. zerkleinert werden (z.B. Starmix). 

w Ourch Phenol gebildete Aggregate zwischen mRNA und anderen RNAs konnen durch Formamid oder 
durch Erwarmen (z.B. 65 'C) wieder aufgeldst werden. Ein bevorzugtes Verfahren zur RNA-!solierung ist 
dasjenige nach Chirgwin (Chirgwin, J.M. et al.. Biochemistry 18. 5294-5299. l979).Die poly(A)* RNA kann 
aus dem von Protein und DNA gereinigtem Praparat zweckma/3igerweise durch Arfinitatschromatographie, 
z.B. Poly(U)-Sepharose Oder Oiigo(dT>Cellulose isoliert werden. da in der Regel eukaryotische mRNA- 

/5 Populationen einen Poly(A)-Schwanz an ihrem 3'-Ende aufweisen (Aviv, H., Leder. P.. Proc.Natl.Acad. Sci. 
USA 69. 1409 - 1412, 1972; Lindberg. U.. Persson, T.. Europ. J. Siochem. 246 -254. 1972).Zur 
Isolierung der poly(A)*-RNA kann bevorzugt nach Auffray (Auffray. C., Rougeon, F., Eur. J. Biochem. 107, 
303-314. 1980) vorgegangen werden. ~ 
Eine Anreicherung der gereinigten mRNA kann dadurch erfolgen. da/3 die gesamte mRNA-Fraktion nach 

20 ihrer Grofle aufgetrennt wird -z.B. durch Zentrifugation in einem Saccharosegradient. Die gewunschte 
mRNA kann z.B. uber bekannte in-vitro-Proteinbiosynthese-Systeme (Retikulotyten. Oozyten von Xenopus. 
laevis) nachgewiesen werden. 

Die gereinigte mRNA oder die angereicherte Fraktion dient a!s Template fur die Synthese des ersten 
Stranges der cDNA. die mit Hiife der reversen Transkriptase und einem Primer erfolgt. Als Primer sind 

25 .. entweder Oligo (dT) oder synthetische Primer einsetzbsr, letztere konnen annand der bekannien Ami- 
nosauresequenz' der hMn-SOD abgeleitet werden und gestatten das wiederholte Primen der reversen 
Transkription (Uhlen. M. et al. EMBO Journal K 249 - 254. 1982). 

Bei der vorliegenden Erfindung wurde die Synthese des ersten Stranges der cDNA mit Oligo(dT)l2-18 
als Primer in Gegenwart von dNTPs gestartet. 

30 Fur die Synthese des zweiten Stranges der cDNA konnen verschiedene bekannte Methoden angewendet 
werden. von denen auswahlweise das Primen mit einem komplementaren Primer (Rougeon. F., Mach, B.. 
J.Biol. Chem. 252, 2209 -2217. 1977) das Selbstprimen anhand einer am 3'-Ende der cDNA liegenden 
"hairpin "-Struktur (Efstratiadis, A. et al. Cell 7. 279, 1976) oder mit einem durch RNaseH gebildeten Okazaki 
Fragment-ahnlichen Primer (Gubler, U.. Hoffmann, B.J.. Gene 25, 263, 1982) genannt sein sollen. In der 

35 vorliegenden Erfindung wurde die Methode bevorzugt, wie sie von Huynh, T.V. beschrieben wird (Huynh, 

I^V^_aL,^n-DNA-Cloning-^ 

doppelstrangige cDNA kann direkt in eir.em geeigneten Vektor, beispielsweise in einem Cosmid. Insertions- 
oder Substitionsvektor, insbesondere in einem Lambda- Vektor. vorzugsweise in \gt10 (Huynh, T.V. et 
al.,1985) kloniert bzw: verpackt werden. Fur die Klonierung in Lambda stehen mehrere bekannte Methoden 

40 zur Verfugung. von denen beispielsweise das "Homopolymertaiiing uber dA-dT bzw. dC-dG oder die 
Linker-Methode mit synthetischen Linkern genannt sein sollen (Maniatis, T. et al.. Molecular Cloning, Cold 
Spring Harbor Laboratory, 1982: Huynh, T.V. et al. ONA cloning Vol I (D.M., Glover ed.) 1985, 1980; 
Watson. C.J., Jackson. F. dto, 1985, chapter 3). Im Falle des Klonierens der erfindungsgematfen cDNA 
wurde diese in die EcoRI-Stelle von Xgt10 inseriert. Die in-vitro-Verpackung und Klonierung der erfindungs- 

45 gemaflen cDNA bzw. die Konstruktion der cDNA Genbank erfolgte nach Huynh, T.V. et al. 1985, S. 49-78. 

Mit der erhaltenen, eine cDNA-Genbank aus Plazentagewebe reprasentierenden Phagenpopulation 
wurde die Amplifikation und Plaque-Reinigung durch Infektion eines geeigneten Wirts. insbesondere von 
E.coli. vorzugsweise von E. coli C 600. bzw. pnter SichersteJIung des lytischen Vermehrungszyklus von 
Lambda, durchgefuhrt. 

so Die cDNA-Genbank wurde mit radioaktiv markierten, synthetischen Oligonukleotiden, die anhand der 
publizierten Aminosauresequenz (Barra. D. et al. Oxy Radicals and their scavenger Systems, Vol. 1, 336- 
339. 1983) abgeleitet wurde, unter stringenten Hybridisierungsbedingungen durchsucht. Bei der vorliegen- 
den Erfindung wurde das in situ Hybridisierungsverfahren nach Benton und Davis (8enton. W.D.. Davis. 
R.W., Science 196, 180 - 182, 1977) angewendet. Bevorzugt wurden zwei Gemische aus je acht syntheti- 

55 schen 23-mer Oligonukleotiden der Formel Va und Vb. die kolinear sind mit den Aminosauren 39 bis 46 
bzw. 200 - 207 der von Barra, D. et al. (s.o.) publizierten Aminosauresequenz und die die Degeneration des 
genetischen Codes berucksichtigen. Der jeweils letzten Base am 5'-Ende dieser DNA-S end 6n fehlt die 
Wobble-Base fur das vollstandige Codon fur Gin (Aminosaure 46) bzw. GIu (Aminosaure 207). 
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A, G. C und T stehen fur did^Bprechenden Nukteotide. i fur Inosin. 



c c c 

TGITA TT TC TCIGTIACITT 
T T T 



Formel Va 



AC A 
5' TCIGTIAC TT TCCCA 7TIAT 
is G T G 



Foriael Vb 



Die Oligonukleotid-Sonden konnen nach an sich bekannten chemischen Syntheseverfahren hergestellt 
werden. Fur die voriiegende Erfindung wurde ein DNA-Synthesizer Modell 381 A (Applied Biosystems) 
verwendet. 

Die Synth6se ailer moglichen Kombinationen dieser beiden DNA-Sonden sichert. da/3 mindestens sir.ss 
cter-vortTandenen Oligonukleotide optima! mit der fur die Sonde kompiementaren einzelstrangigen DNA- 
Region des gesuchten hMn-SOD Gens paart. Der Einsatz zweier unabhangiger Pools von 23-mer Oligonu- 
kleotiden vermindert die Moglichkeit. da/3 die "faischen" Positiven ausgewahit werden. 

Nach der Isolierung in sich homogener Plaques, die anhand positiver Signale nach Hybridisierung mit 
den beiden 23-mer DNA-Sonden identiriziert wurden. konnten sieben rekombinante Phagen isoliert und von 
deren DNA 500 bis 1000 bp lange EcoRI-Fragmente sequenziert werden. Nach Sequenzanalyse dieser 
EcoRI-Fragmente nach der Methode von Sanger (Sanger et a!.. Proc. Nat!. Acad. ScL USA 74, 5463 - 5467, 
1977; Sanger F. et al. FEBS Letters 87. 107 - 111, 1978) und nach Subklonierung in die EcoRI-Stelie des 
M13-Vektors (Bluescribe, Vector Cloning Systems) und Transformation in E.coli, beispielsweise Ecoli 
JM101. konnte gefunden werden, da/3 die EcoRI-Fragmente cDNA-lnserts entfialten, die fur hMn-SOD ab 
Amin osaure 22 (Klone BS5, BS8, BS9. BS13 BSXIII) bzw. ab Aminosaure 26 (Klone BS3, BS12) codieren. 

Es wurdeTeaocrTuBefrals^ 
einige Abweichungen zu der AminosMuresequenz von Barra, D. et al (1984, s.o.) ergeben: 
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Klon 


Amino- 


Codon 


abgeleitete 


Aminosaure 


5 




Saure 




Aminosauren 


nach 


Barra, 












D.et 


al, 1984 


10 


BS3 , BS12. 


29 


CAG 


Gin 


Lys 


(29) 


15 


BS5, BS9, BS13 














BSXIII 


29 


AAG 


Lys 


Lys 


(29) 


20 

















BS3, BS12, BS13 , 


42 


GAG 


Glu 


Gin 


(42) 




BS5, BS9 












25 


BSXIII 


88 


GAG 


Glu 


Gin 


(08) 


30 




29 


AAG 


Lys 


Lys 


(29) 






42 


GAG 


Glu 


Gin 


(42) 






88 


GAG 


Glu 


Gin 


(88) 


3S 


BS8 


109 
124 


GAG 
GGT 


GlU 
Gly 


Gin 
A 


(109) 






125 


TGG 


Trp 


A 








139 


GAA 


Glu 


Gin 


(129) 



40 



45 



50 



55 



Die DNA Sequenz eines 617 bp langen EcoRI-Fragments. welches aus einem der erhaltenen Klonen, 
z.B. BS8 isoliert werden konnte. ist in Fig. 1 dargestelit. Das EcoRl-Fragment enthalt eine 532 bp lange fur 
hMn-SOD codierende Sequenz sowie eine 51 bp lange nicht-translatierte Region, inclusive eines poly(A) w 
Schwanzes. Anteile von Unker-Sequenzen sind bis zu den (vollstandigen) EcoRI-Stellen ebenfalls darge- 
stelit _ ' 

Die Positionen 30 bis 33 zeigen eine Thal-Schnittstelle. an Position 367 bis 372 ist eine BamHI-Steile zu 
erkennen. Oberraschendervfeise finden sich Codons an Positionen 53 bis 61. 155 bis 163. 176 bis "184 
sowie 500 bis 508. die kolinear sind fUr potentielle N-Glykosylierungsstellen der entsprechenden Ami- 
nosauren gemafl der dafur charakteristischen allgemeinen AminosSurenanordnungen Asn-X-Thr bzv/. Asn- 
X-Ser, wobei X beispielsweise fur Valin. Histidin oder Leucin steht. wohin gegen die CuyZn-SOD des 
Cytosols nur eine solche Aminosaurekombination aufweist. 

Auf die Aminosaureunterschied gegenuber der Aminosaure-Sequenz von Barra. D. et al. (Barra. D. et 
a!.. J. Biol. Chem. 259. 12595 - 12601. 1984). die von dem erhaltenen EcoRl-Fragment abgeleitet wurden. 
wurde schon an frjherer Stell eingegangen. 

Urn die fehlenden Basen an den 3' und'oder 5' Termini der hMn-SOD DNA-Teilsequenz aus. der cDNA- 
Genbank zur Herstellung eines vollstandigen hMn-SOD Gens zu erhalten. konnen verschiedene Strategien 
verfolgt werden. Beispielsweise kann die erhaltene cDNA als Hybridisierungssonde gegen eine genomische 
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Genbank eingeset2t w^^n, urn die fur das ganze Enzym kodierende SBffuenz zu erhalten, oder man 
verfahrt z.B. nach Kakidani, H. unter Verwendung synthetischer. zur mRNA komplementarer Oligonukleotide 
als spezifische Primer fur die reverse Transkription (Kakidani. H. et al. Nature 298, 245 - 249. 1982). Es ist 
jedoch auch moglich. das fehler.de Ende der cDNA-Sequenz anhand der bekannten Aminosauresequenz 
{Barra. D. et al.. J. Biol. Chem. 259. 12595 - 12601. 1984) chemisch zu synthetisieren und mil der 
gefundenen cDNA zu verbinden. wobei ein definiertes Ende erhalten wird. 

Fur den zuletzt genannten Weg wurde zur Herstellung der vollstandigen, erfindungsgematfen DNA- 
Sequenz fur hMn-SOO das 5'-Ende durch zwei Oligonukleotide der Formeln Via und Vlb komplettiert. die 
vorteilhafterweise Xhol/Xbal - bzw Xbal/Ncol -uberstehende Enden aufweisen. Erfindungsgemafi ist am 5' - 
Ende des kodierenden Stranges das 3'-Ende des ADHI-Promotors berucksichtigt worden (Formel Via) 1 



is 



5 TCGAG TATACA ATG AAG CAC TCT TTG CCA GAC TTG 
3 C ATATGT TAC TTC GTG AGA AAC GGT CTG AAC 

Xhol 



20 



CCA TAC GAC TAC GGT GCT 
GGT ATG CTG ATG CCA CGA GATC 

Xbal 



?5. 



Formel Via 



30 



-35 



5 CTAGAA CCA CAC ATC AAT GCT CAA ATC ATG CAA 
3 TT GGT GTG TAG TTA CGA GTT TAG TAC GTT 

Xbal 



40 



TTG CAC CAC TCT AAG CAC 
AAC GTG GTG AGA TTC GTG GTAC 

Ncol 



45 



Formel Vlb 



50 



55 



Nach Kombination beider synthetischer Oligonukleotide der Formeln Via und Vlb, Klonierung in einen 
geeigneten Vektor, beispielsweise in ein entsprechend verandertes pUCl8-Derivat und Hinzufiigen des 
Thal/EcoRI-Fragments der erfindungsgemaflen cDNA aus einem der erhaltenen Klone. dessen 5'-Ende 
mindestens die Thal-Stelle aufweist. kann ein Plasmid erhalten werden, das eine vollstandige cDNA des 
hMn-SOD Gens im richtigen Leserahmen entsprechend Formeln Vila und Vllb enthalt. ohne die Thal- 
Stellen. 
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20 



ATG 


AAG 




TCT 


TTG 


CCA 


GAC 


TTG 


CCA 


TAC 


GAC 


TAC 


GGT 


GCT 


CTA 


GAA 


CCA 


CAC 


ATC 


AAT 


GCT 


CAA 


ATC 


ATG 


CAA 


TTG 


CAC 


CAC 


TCT 


AAG 


CAC 


CAT 


GCG 


GCC 


TAC 


GTG 


AAC 


AAC 


CTG 


AAC 


GTC 


ACC 


GAG 


GAG 


AAG 


TAC 


CAG 


GAG 


GCG 


TTG 


GCC 


AAG 


GGA 


GAT 


GTT 


ACA 


GCC 


CAG 


ATA 


GCT 


CTT 


CAG 


CCT 


GCA 


CTG 


AAG 


TTC 


AAT 


GGT 


GGT 


GGT 


CAT 


ATC 


AAT 


CAT 


AGC 


ATT 


TTC 


TGG 


ACA AAC 


CTC 


AGC 


CCT 


AAC 


GGT 


GGT 


GGA 


GAA 


CCC 


AAA 


GGG 


GAG 


TTG 


CTG 


GAA 


GCC 


ATC 


AAA 


CGT 


GAC 


TTT 


GGT 


TCC 


TTT 


GAC 


AAG 


TTT 


AAG 


GAG 


AAG 


CTG 


ACG 


GCT 


GCA 


TCT 


GTT 


GGT 


GTC 


CAA 


GGC 


TCA 


GGT 


TGG 


GGT 


TGG 


CTT 


GGT 


TTC 


AAT 


AAG 


GAA 


CGG 


GGA 


CAC 


TTA 


CAA 


ATT 


GCT 


GCT 


TGT 


CCA 


AAT 


CAG 


GAT 


CCA 


CTG 


CAA 


GGA 


ACA 


ACA 


GGC 


CTT 


ATT 


CCA 


CTG 


CTG 


GGG 


ATT 


GAT 


GTG 


TGG 


GAG 


CAC 


GCT 


TAC 


TAC, 


CTT 


CAG 


Irti 


AAA 


AAT 










1 A 1 




AAA 


G^ i 


ATT 


TGG 


AAT 


GTA 


ATC 


AAC 


TGG 


GAG 


AAT 


GTA 


ACT 


GAA 


AGA 


TAC 


ATG 


GCT 


TGC 


AAA 


AAG 


TAA 
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ATG 


AAG 


CAC 


TCT 


TTG 


CCA 


GAC 


TTG 


CCA 


TAC 


GAC 


TAC 


GGT 


5 


OCT 


CTA 


GAA 


CCA 


CAC 


ATC 


AAT 


GCT 


CAA 


ATC 


ATG 


CAA 


TTG 




CAC 


CAC 


TCT 


CAG 


CAC 


CAT 


GCG 


GCC 


TAC 


GTG 


AAC 


AAC 


CTG 




AAC 


GTC 


ACC 


GAG 


GAG 


AAG 


TAC 


CAG 


GAG 


GCG 


TTG 


GCC 


AAG 




GGA 


GAT 


GTT 


ACA 


GCC 


CAG 


ATA 


GCT 


CTT 


CAG 


CCT 


GCA 


CTG 


10 


AAG 


TTC 


AAT 


GGT 


GGT 


GGT 


CAT 


ATC 


AAT 


CAT 


AGC 


ATT 


TTC 




TGG 


ACA 


AAC 


CTC 


AGC 


CCT 


AAC 


GGT 


GGT 


GGA 


GAA 


CCC 


AAA 




GGG 


GAG 


TTG 


CTG 


GAA 


GCC 


ATC 


AAA 


CGT 


GAC 


TTT 


GGT 


TCC 


15 


TTT 


GAC 


AAG 


TTT 


AAG 


GAG 


AAG 


CTG 


ACG 


GCT 


GCA 


TCT 


GTT 




GG7 


GTC 


CAA 


GGC 


TCA 


GGT 


TGG 


GGT 


TGG 


CTT 


GGT 


TTC 


AAT 




AAG 


GAA 


CGG 


GGA 


CAC 


TTA 


CAA 


ATT 


GCT 


GCT 


TGT 


CCA 


AAT 


20 


CAG 


GAT 


CCA 


CTG 


CAA 


GGA 


ACA 


ACA 


GGC 


CTT 


ATT 


CCA 


CTG 


CTG 




ATT 


GAT 


GT3 


TGG 


GAG 


CAC 


GCT 


TAC 


TAC 


CTT 


CAG 




TAT 


AAA 


AAT 


GTC 


AGG 


CCT 


GAT 


TAT 


CTA 


AAA 


GCT 


ATT 


TGG 




AAT 


GTA 


ATC 


AAC 


TGG 


GAG 


AAT 


GTA 


ACT 


GAA 


AGA 


TAC 


ATG 


25 


GCT 




AAA 


AAG 


TAA 



















Pormel VI lb 

30 

Die Durchsequenzierung der Klone BS5. BS9, BS13, BSXIli sowie der Klone BS3 und BS12 ergab. da/3 
die Sequenzen der Klone BS5, BS9. BS13 und BSXIII identisch mit Klon BS8 sind. Die Klone BS3 und BS 
12 zeigen, wie bereits angegeben. gegenuber Klon 8S8, einen Unterschied in Aminosaure 29 (CAG statt 
AAG bzw. Gin statt Lys, Formeln lb. illb und IVb). Ansonsten besteht 100% Homologie zu Klon BS8 bis zur 

^ Base 573 des in Fig 1 dargestellten EcoRI-Fragments (...TA'A ACC ACG ATC GTT ATG CTG"3). Ab dieser 
Base slnd beide Klone BS3 und BS12 hinsichtlich der in Formel Vlil angegeben 5'-ut(untranslatierte)-Region 

identisch: — — — 

^ 5 'AAG CAC TCT ... [Formel Illb] ... AAA AAG TAA ACC ACG 

ATC GTT ATG CTG AGTAT GTTAA GCTCT TTATG ACTGT TTTTG TAGTG 
GTATA GAGTA CTGCA GAATA CAGTA AG CTG CTCTA TTGTA GCATT TCTTG 
ATGTT GCTTA GTCAC TTATT TCATA AACAA CTTAA TGTTC TGAAT AATTT 

45 CTTAC TAAAC ATTTT GTTAT TGGGC AAGTG ATTGA AAATA GTAAA TGCTT 
TGTGT GATTG AATCT GATTG GACAT TTTCT TCAGA GAGCT AAATT ACAAT 
TGTCA TTTAT AAAAC CATCA AAAAT ATTCC ATCCA TATAC TTTGG GGACT 

so TGT AG GGATG CCTTT CTAGT CCTAT TCTAT TGCAG TTATA GAAAA GTAGT 
CGACCATGCG GAATTC 
Linker EcoRI 

55 

Formel VIII 

Weiterhin warden mehrere cDNA-Klone aus einer cDNA-Genbank (Plazenta) uber Xgtl 1 isoliert. Oie 

20 
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Herstellung dieser cON^Knbank erfolgte in gleicher Weise zu der in cfn Beispielen beschriebenen 
Herstellung der cDNA-Genbank aus Placenta-DNA in \gtlO. Einer dieser aus xgt 11 isolierten Klone. Klon 4. 
wurde ebenfalls wie beschrieben, in Bluescribe M13 + subkloniert. Die Sequenzierung erfolgte durch 
wiederholtes Priming mit den synthetischen 17mer Oligonukleotiden 
5 EBI 760 : 5' AGATACATGGCTTGCAA 3' 

EBI 765 : 5' CTCTGAAGAAAATGTCC 3' 

EBI 782 : 5' GGAGATG TTACAGCCCA 3* 

EBI 785 : 5' AAGGAACGGGGACACTT 3' 

Klon 4 ist bis auf Aminosaure 29 (AAG bzw. Lys) und einer ...TCTA ...-Sequenz am 3'Ende im Anschlufl 
w an die Multiklonierungstelle mit den Klonen BS3 und BS12 aus XgtlO identisch. Obwohl die anaJysierte 
DNA-Sequenz der verbliebenen 61 Basen des 5'-Endes (vor Formel la, Klon BS8. entsprechend Codons + 1 
bis +21 entsprechend Lys bis GIu) einige Basenanderungen gegenuber der abgeleiteten ONA-Sequenz 
(Formel II, enthalten in Formel lllb) aufweist, ergibt die Ubersetzung dieses DNA-Abschnittes keine Unter- 
schiede zu Barra et al. 1984. Eine Leader-Sequenz vor dem ATG konnte ebenfalls analysiert werden. Die 
is Formel IX zeigt die gefundene Sequenz von Klon 4. 
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10 



15 



20 



35 



40 



50 



EcoRI 
( GGGCGAATTCCAGC ) 



-24 -20 -15 

MLSRAVCGTSRQLP 

ATG TTG AGC CGG GCA GTG TGC GGC ACC AGC AGG CAG CTG CCT 



-10 -5 -1 +1 

* 

PV LGYLGSRQK HSL 



CCG GTT TTG GGG TAT CTG GGC TCC AGG CAG AAG CAC AGC CTC 



+5 +10 ' +15 

30 PDLPYDYG A L E P H I 

CCC GAC CTG CCC TAC GAC TAG GGC GCC CTG GAA CCT CAC ATC 



+20 +21 
N A Q I 



AAC GCG CAG ATC ... [Focmel la] ... AAA AAG TAA ACC 
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ACG ATC GTT ATG CTG AGTAT GTTAA GCTCT TTATG ACTGT TTTTG 





TAGTG 


GTATA 


GAGTA 


CTGCA 


CAATA 


CAGTA 


AGCTG 


CTCTA 


I iu la 


5 


GCATT 


TCTTG 


ATGTT 


GCTTA 


GTCAC 


TTATT 


TCATA 


AATAA 






TGTTC 


TGAAT 


AATTT 


CTTAC 


TAAAC 


ATTTT 

*» A J. i. A. 


GTTAT 


TGGGC 


AAGTG 




ATTGA 


AAATA 


GTAAA 


TGCTT 


TGTGT 


GATTG 


AATCT 


GATTG 


GACAT 


10 


TTTCT 


TCAGA 


GAGCT 


AAATT 


ACAAT 


TGTCA 


TTTAT 


AAAAC 


CATCA 




AAAAT 


ATTCC 


ATCCA 


TATAC 


TTTGG 


GGACT 


TGTAG 


GGATG 


CCTTT 




CTAGT 


CCTAT 


TCTAT TGCAG 


TTATA 


GAAAA 


TCTA GGAATTCGCCC 



EcoRI-Linker 



Formel IX 

Andere durchsequenzierte Klone zeigen an Position -9 
Alanin (GCT) . 

Andere Klone haben unterschiedlich lange 5'ut - Regionen. 

Die erfindungsgemaflen DNA-Sequenzen konnen in verschiedenen Expressionsvektoren eingebaut und 
mit Hilfe der beschriebenen Kontrollelemente exprimiert werden, vorzugsweise in pESl03 mit dem ADHI- 
Promotbr (DSM 4013). pESl03 wird dadurch erhalten. dafl in das pUCl8-Derivat pESl02. welches in der 
Hincll-Schnittstelle e\mr>. Xho-Linker enthalt. das 1500 bp lange BamHI/Xhol-Fragment des ADHI-Promotors 
(z.B. Ammerer, G., Methods in Enzymology 10U 192 - 201, 1983) eingebaut wird. 

Anstelle dieser ADHI-Promotor-Sequenz von ursprunglich 1500 bp kann auch eir. auf ca. 400 bp Lange 
verkurzter ADHl-Promotor als BamHI/Xhol-Fragment verwendet werden. Oen verkiirzten ADHl-Promotor 
(ADHIk) erhalt man dadurch. dafl Plasmid pWS323E (DSM 4016) mit BamHI/Xhol verdaut und der ADHIk 
Promotor isoliert wird. 

Fur die korrekte Termination wird eine geeignete Terminatorsequenz. zweckmafligerweise ein ADH- 
Terminator, vorzugsweise der ADHII-Terminator hinter dem hMn-SOD ligiert. Der ADHII-Terminator (Beier, 
D.R., Young, E.T., Nature 300, 724 - 728, 1982) kann uber Sphl-Verdauung von pMW5-ADHII (Washington 
Research Fundation) als 1530 bp langes Fragment und nachfolgender Hindi- Verdauung als endguitiger 
ADHII-Terminator (329 bp) errnlten werden, oder aus Plasmid pGD2 (DSM 4014) als 336 bp langes 
Hindlll/Xbal-Fragment. 

Fur die Expression in Hefe stehen verschiedene Hefevektoren zur Verfugung, in die die Expressions- 
kassetten mit dem erfindungsgema/ten hMn-SOD-Gen eingebaut werden konnen, vorzugsweise YEpl3 
(Broach, J.R. et al. v Gene 8. 121 - 133, 1979; ATCC 37115), pJDB 207 (DSM 3181, hinterlegt am 
28.12.1984), Ylp5 (Struhl, K."et ai., Proc. Natl.Acad. Sci. USA 76. 1035 - 1039. 1979; ATCC 37061). 
PEAS102 (pEAS102 kann dadurch erhalten werden, dafl Ylp5 mit. Pstl teilweise und mit BamHI voilstandig 
verdaut wird und das das URA3 Gen enthaltende, isolierte 4.3 kb Fragment mit dem 4.4 kb BamHI/Pstl- 
Fragment von pJDB207 ligiert wird.) 

Mit diesen, eine Expressionskassette mit dem erfindungsgemaflen hMn-SOD Gen tragenden Hefevek- 
toren konnen geeignete Hefezellen nach bekannten Verfahren transformiert werden. Als geeignete Hefezel- 
len fur die Expression konnen vorzugsweise alle diejenigen angesehen werden, die defizient sind fur ihre 
eigene, hefespezifische Mn-SOD und die ein selektierbares Hefe-Gen, wie z.B. HIS3, URA3, LEU2, SUP, 
um nur einige zu nennen, enthalten. Derartige Mutanten, die beispielsweise durch in vitro oder in vivo 
konstruierte mutierte Gene und diese uber ein "Transplacement" enthalten, sind uber integrative Transfor- 
mation zu erhalten (z.B. Winston, F. et al., Methods in Enzymology 101 , 21 1-228, 1983). Das zu mutierende 
Mn-SOD Gen der Hefe ist beispielsweise in" Plasmid pL41 als BamHi-Fragment enthalten (van Loon et al., 
Gsne 26. 261-272, 1983). Da die vollstandige Sequenz dieses BamHI-Fragments bekannt ist (Marres, 
C.A.M. et al., Eur.J. Biochem. 147, 153-161, 1985), ist das Mn-SOD Gen der Hefe auch ohne pL41 
zuganglich. 

Die durch solche Transformanten produzierte hMn-SOD kann nach bekannten Methoden der Proteiniso- 
iierung und Proteinreinigung gewonnen werden. Der Zellaufschlufl kann z.B. nach von Loon et al. (Proc. 
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Natl. Acad. Sci.USA 83.^§Z0 - 3824, 1986) erfoigen. 

Fur die Expression von hMn-SOD in Bakterien, vorzugsweise E.coli. beispielsweise E.coli HB101, C600. 
JM101. stehen die schon erwahnten und etablierten Expressionssysteme zur Verfugung. Die erfindungs- . 
gemaflen DNA-Sequenzen mussen zu diesem Zweck unter Kontrolie eines starken E.coli Promotors (s.o.). 
5 nicht unter einen eukaryotischen Promotor gebracht werden. Beispieie solcher bekannten Promotoren sind 
lac, lacuvS. trp, tac, trp-lacuv5. \P L . ompF. bla. Die obligate Anwendung einer ribosomalen Bindungsstelle. 
urn eine erfiziente Translation in E.coli zu gewahrleisten, wurde schon an fruherer Steile ausfuhrlich be- 
schrieben. 

Zum Nachweis der Expression der hMn-SOD-Aktivitat durch E.coli werden die Bakterien nach der 

io Inkubation in einem geeigneten. herkommlichen Kulturmedium aufgeschlossen und der Uberstand auf hMn- 
SOD Aktivitat, wie beschrieben (z.B. Marklund, S.. Marklund, G.. 1974; Ch. Beauchamp und I. Fridovich, 
Anal. Biochem. 44, 276 - 287, 1971; H.P. Misra und I. Fridovich, Arch.Biochem.Biophys. 183. 511 - 515. 
1977; B.J. Oavis, Annals of the NY Academy of Sciences IjM, 404 - 427, 1964; M. Ysebaert-Vanneste and 
W.H. Vanneste. Ana!. Biochem. \Q7 t 86 - 95, 1980) getestet. 

/5 Der Nachweis des exprimierten hMn-SOD-Gens kann auch durch Markierung der Proteine in Maxizellen 
erbracht werden. Plasmidccdierte Proteine konnen durch Verwendung der Maxizeiltechnik (Sancar, A. et al., 
J. Bacteriol, ]37. 692 - 693, 1979) selektiv in vivo markiert werden. Der E.coli Stamm CSR603 (CGSC 
5830) besitzt keine DNA-Repair-Mechanismen. Durch eine geeignete UV-Strahlendosis wird das bakterielie 
Chromosonrv zerstort, einige der wesentlich kleineren und in mehreren Kopien pro Zelle vorhandene 

20 Plasmid-DNAs bleiben dagegen funktionell erhalten. Nach Abtoten aller nicht geschadigten, sich vermeh- 
renden Zeilen durch das Antibiotikum D-Cycloserin und Aufbrauchen der endogenen mRNA werden in den 
verbleibenden Zeilen nur noch Plasmid-codierte Gene transkribiert und translation Die gebildeten Proteine 
konnen durch Einbau von 3 *S-Methionin radioaktiv markiert und nachgewiesen werden. E.coli CSR603 wird 
nach ublichen Verfahren mit den Expressionsplasmiden transformiert und auf ampicillinhaltigen Agarplatten 

25 auf transformierte Bakterien selektioniert. Die Preparation der Maxizellen und das Markieren der Proteine 
erfolgt nach der Vorschrift von A. Sancar (1979. s.o.). Als Molekulargewichtsstandard wird ein : 'C- 
methyliertes Proteingemisch (Amersham) verwendet. Als Kontrolie wird das Piasmid, das nur den Promotor 
ohne das hMn-SOD-Gen enthalt. eingesetzt 

Nach erfolgter Transformation des Wirtes, Expression des Gens und Fermentation Oder Zellkultivierung 

30 unter Bedingungen, bei denen die erfindungsgema/ten Proteine exprimiert werden. kann das Produkt 
ublicherweise durch bekannte chromatographische Trennmethoden extrahiert werden. urn so ein Material zu 
erhalten, das die Proteine mit Oder ohne Leader und Tailing-Sequenzen enthalt. Die erfindungsgemafle 
hMn-SOD kann mit einer Leader-Sequenz am N-Terminus exprimiert werden. die wie schon beschrieben, 
von einigen Wirtszellen entfernt werden kann. Wenn nicht, so ist. wie ebenfalls schon beschrieben, eine 

35 Abspaltung des Leader-Polypeptids (wenn vorhanden) erforderlich. urn reifes hMn-SOD zu erhalten. 
Alternat e kann die Seouenz so modifiziert werden. dafl das reife Enzym im Mikroorganismus dir6kt 
produziert wird. Fur diesen Fall kann die Precursor-Sequenz des Hefe-Mating-Pheromons MF-alpha-1 
verwendet werden. urn eine korrekte "Reifung" des fusionierten Proteins und die Ausscheidung der 
Produkte in das Wachstumsmedium Oder den periplasmischen Raum zu gewahrleisten. Die M Sezernierung ,: 

<o der hMn-SOD in Hefemitochondrien kann dadurch erfoigen. indem direkt vor das hMn-SOD Gen die 
Leadersequenz fur das Hefe-Mn.SOD Gen gestellt wird. 

Geignete Leader-Sequenzen, beispielsweise die von Marres CAM. et al., Eur. J. Biochem. 147 . 153- 
161 (1985) beschriebene Oder Derivate davon, konnen entweder naturlichen Urprungs sein und aus 
entsprechenden eukaryotischen Zeilen (z.B. S. cerevisiae) isoliert werden Oder synthetisch hergestellt 

45 werden. Beispielsweise kann eine hefespezifische DNA-Prasequenz, die fur den Import der hMn-SOD in 
das Hefe-Mitochondrium notwendig ist. durch Ligieren einzelner synthetischer Oligonukleotide erhalten 
werden. Erfindungsgema/3 kann die komplette Prasequenz zwischen dem Startcodon ATG und dem ersten 
Codon fur die erste Aminosaure der maturen hMn-SOD (Lys, z.B. AAG) Oder einer beliebigen Portion eines 
N-terminalen Endes davon, bespielsweise in Formeln II. Ilia. 1Mb, Via. Vila. Vllb. VIII oder IX, eingefiigt 

so werden. Ebenso kann sine derartige Prasequenz direkt nach dem ATG-Startcodon und direkt vor dem 
ersten Codon einer gegenuber der genuinen DNA-Sequenz der hMn-SOD durch Sequenzveranderungen 
mutierten und fur ein Protein mit hMn-SOD Aktivitat codierenden DNA eingebaut werden. 

Eine Leader-Sequenz. die fur den Zweck eines Imports einer hMn-SOD in das Hefe-Mitochondrium 
erfindungsgemafl verwendet werden kann, zeigt nachstehende Formel X, in der die bekannte Sequenz GCA 

55 GOT (Marres, C.A.M. et al, 1985. s.o.) zu GOT GCA ausgetauscht (beide Tripletts kodieren fur Alanin) und 
eine Pvull-Erkennungstelle geschaffen wurde. 
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PvnII 

TTCGCpAAAACAGCTGCAGCTAATTTAACCAAGAAGGGTGGTTTGTCATTGCTCT 
5 CCACCACAGCAAGGAGAACC 

Formel X 

Vorzugsweise kann die Leader-Sequenz. beispielsweise gema/3 Formel X. in dem Xhol/Xbal Fragment 
*o der Formel Via enthalten sein. Oamit wird erreicht. da/3 dieser 128 bp Linker mit dem Leader uber die Xhol- 
und Xbal-Stellen derart mit dem restlichen hMn-SOD Gen verbunden werden kann. dafl die Leadersequenz 
direkt nach dem Start ATG und direckt vor der ersten Aminosaure (Lysin) der hMn-SOD liegt (Formel XI). 

is Xhol PvuII 

Start 

S' 

TCGAGTATACAATGTTCGCGAAAACAGCTGCAGCTAA 
20 ' CATATGTTACAAGCGCTTTTGTCGACGTCGATT 

TTTAACCAAGAAGGGTGGTTTGTCATTGCTC 
AAATTGGTTCTTCCCACCAAACAGTAACGAG 

Lysin 

TCCACCACAGCAAGGAGAACCAAGCACTCTTT 
30 AGGTGGTGTCGTTCCTCTTGGTTCGTGAGAAA 

GCCAGACTTGCCATACGAC TACGGTGCT 3 
35 CGGTCTGAACGGTATGCTGATGCCACGAGATC 
Xbal 



Formel. XI 

Die Reinigung der hMn-SOD aus Zellen kann noch bekannten Verfahren erfolgen. 
Die gentechnisch hergestellten. erfindungsgema/Jen hMn-SOD sind aufgrund des biologisch-enzymati- 
schen Wirkungsspektrums einerseits und wegen der jetzt verfugbaren Menge an hochreinem Enzym mit 
hochstmoglicher immunologischer Identitat gegenuber der genuinen hMn-SoD andererseits fur jede Art der 

4 5 Pravention, Behandlung und/oder Diagnostik im 8ereich von entzundlichen; degenerativen, neoplastischen 
Oder rheumatischen Erkrankungen_ zur Wundheilung, bei Autoimmunkrankheiten und bei Transplantationen 
ge9ignet -bzw. zur Pravention und Therapie von Krankheiten. die mit einer Defizienz an hMn-SOD 
einhergehen oder kausal damit verbunden sind. Beispielsweise umfassen die klinischen Anwen- 
dungsmoglichkeiten jene, wie sie aus Sannister W. H. und Bannister J. V. (Biological ans Clinical Aspects of 

so Superoxide and Superoxide Dismutase. Vol. 11B, EIsevier/North-Holland, 1980) und aus Michelson. A. M., 
McCord, J. M. ( Fridovich (Superoxide and Superoxiddismutases, Academic Press, 1977) zu entnehmen 
sind. Ferner sind folgende klinische Anwendungsmoglichkeiten in Betracht zu Ziehen: bei Perfusionswun- 
den. Schlaganfall, alkoholgeschadigter Leber. Fruhgeborenen, evtl. Pankreatitis. akuten Atemwegserkran- 
kungen (ARDs). Emphysem, dialysegoschadigten Nieren, Osteoarthritis, rheumatoider Arthritis, strahlenindu- 

55 zierten Schaden, Sichelzellanamie. 

Ebenso sind die erfindungsgema/Jen hMn-SODs zur Erhohung der Haltbarkeit von festen oder flussigen 
Nahrungsmitteln geeignet. 

Die erfindungsgemaflen hMn-SOOs konnen entweder systemisch oder topisch verabreicht werden, 
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wobei sich im ersten Fall h^^.mliche parenteral Applikationsrouten (z. B. i.v.. i.m. s.c, i.a.) und fur den 
zweiten Fail die entsprechend bekannten Darreichungsformen (z.B. Pasten. Saiben, Gele. Lutsch-cder 
Kautabletten. Pulver. und andere die lokale Resorption des hMn-SOD-Praparates ermoglichende galenische 
Formulierungen und pharmazeutisch akzeptable Tragerstoffe) eignen. Als therapeutisch wirksamer Dosisbe- 
5 reich konnen nach individuellen Kriterien (z.B. Patienten, Krankheitsschwere etc) beispielsweise ca.4mg 
taglich eingesetzt werden. 

Es soli verdeutlicht werden. dafl die vortiegende Erfindung solche humane Mn-Superoxiddismutasen 
einschlieflt. die in im Wesentlichen reiner Form aus menschlichen Zellen bzw. Zellverbanden isoliert und 
jene. die gentechnisch hergestelit werden. Ausgeschlossen von der Erfindung wird jedoch ein nicht 
to gentechnisch gewonnenes Polypeptid. das aus humanem Lebergewebe stammt und am N-Terminus mit 
dor Aminosaure Lysin (Lys) beginnt, welches im Vergleich zu Formeln IVa und/oder IVb an Position 29 ein 
Lysinrest (Lys). an Positionen 42. 88, 109 und 129 ein Glutaminrest (Gin), an Positionen 124 und 125 keinen 
Glycinrest (Gly) und Tryptophanrest (Trp) in der Reihenfolge Gly(124)-T-p(^5) enthait. 
Legenden zu den Figuren: 

75 Fig. 1: EcoRI-Fragment aus Klon BS8 mit der 532 bp langen codierenden Region ab Aminosaure 22 

der reifen hMn-SOD. der 51 bp 3' ut-Region und den Sequenzanteilen des Linkers. Die potentiellen N- 
Glykosylierungsstelien (uberstrichen), die einzige Thal-Stelle und die BamHI-Stelle (unterstrichen) sind 
angegeben 

Fig. 2: schematische Strategie zur Konstruktion von Plasmid HSOD4. welches das synthetische 
20 5'Ende des hMn-SOD Gens als Xhol/Ncol-Fragment enthait. 

Fig. 3 Restriktionskarten der Plasmide HSOD2 und HSOD3. sowie von dem daraus konstruierten 
Plasmid HSCD4. 

Fig. 4 Konstruktion eines Plasmid (HSOD6) mit der vollstandigen cDNA fur hMn-SOD. als 
Xhol/EcoRI-Fragment. 

25 Fig. 5 Preparation des Thal/EcoRI Fragments der hMn-SOD cDNA aus Klon BS8. 

Fig. 3 Konstruktion von Plasmid pi 54/2. das den ADHI-Promotor als 1500 bp BamHI/Xhbl-Fragment 
enthait. 

Rg. 7 Konstruktion von Plasmid pl50 ; 2 mit den zur Expression von hMn-SOD notwendigen Einheiten 
ADHI-Promotor und ADHIIrTerminator (336 bp Xbal/Hindlll-Fragment) 
30 Rg. 8 Fertigstellung der endgultigen Plasmide (pKHl und pKH2) mit dem ADHI-Promotor bzw. dem 

. ADHIk-Promotcr und dem ADHII-Terminator, zur weiteren Insertion der hMn-SOD cDNA uber die 
Xhol/EcoRI-Stelle. Das Plasmid pKH2 entspricht pKH1. aufler. da/3 pKH2 anstelle des ADHI-Promotors den 
ADHIk-Promotor enthait. 

Rg. 9 Konstruktion der Expressionskassette HSOD7 mit dem verkurzten ca. 400 bp langen ADHI- 
35 Promotor (ADHIk). Die Konstruktion mit dem ADHI-Promotor der ursprunglichen Lange erfolgt ausgehend 

v.onpKH1 in analog er We is e. ! 

Rg. 10 Konstruktion von Plasmiden mit dem innerhalb des Hefe Mn-SOD Gens liegenden URA3- 
Gens als Marker in unterschiedlichen Orientierungen zum MN-SOD Gen (SODY7, SODY8), zur Herstellung 
einer fur die Expression geeigneten Hefe Mn-SOD Mutante. Das Gen-Transplacement im entsprechenden 
40 Hefe-Stamm (DBY747) wurde mit S0DY7 und SODY8 durchgefuhrt. 

Rg. 11 Gelelektrophoretischer Nachweis der Expression von hMn-SOD uber die Plasmide pWS490A 
und pWS491A im Hefestamm WS30-5g. Bahn T: WS30-.5g/pWS490A1, Bahn 2: WS30-5g/pWS490A2, Bahn 
3: WS30-5g/pWS491A1. Bahn 4: WS30-5g/pWS49lA2. Bahn 5: WS21 -l(SODl), enthait Hefe-MnSOD. Bahn 
6: WS30-5g, 8ahnen 7 bis 10: hMn-SOD aus Leber (0.3 ug Bahn 8. 1.2 ug Bahn 9, 3.0 ug Bahn 10). Mit 
45 den Ziffern 1 tJzw. 2 hinter den Plasmidbezeichnungen sind unterschiedliche Transformanten mit denselben 
Plasmiden gemeint. 

Rg. 12 Analyse der MnSOD Aktivitat in Hefeextrakten, welche die Expressionsplasmide pE024-AB. 
pE025-AC bzw. pE026-AC enthalten, durch Auftrennung der Proteine im Polyacrylamidgel und an- 
schlieflender Aktivitatsfarbung mit o-Dianisidin nach bekannter Methode: a= WS30-5g, b=WS30- 
50 5g/pE024-AB. c = WS30-5g/pEO25-AC. d = WS30-5g/pEO26AD. e = Marker(0. 1 5ug human-Leber MnSOD). 

Fig. 13 Analyse der Aktivitat von rekcmbinanter humaner MnSOD in den Mitochondrien bzw. im 
Cytoplasma von 6 verschiedenen Hefetransformanten, durch gelelektrophoretische Auftrennung des Pro- 
teins und anschlieOerde Aktivitatsfarbung mit o-Dianisidin nach bekannter Methode (CP-Extr. = Cyto- 
plasma Extrakt, MC-Extr. = Mitochondrien Extrakt): 

55 

a = Marker, 0.1 5ug humane Leber MnSOD 

b = CP-Extr. WS30-5g pWS490A ohne MC-Leader 

c = MC-Extr. WS30-5g pWS49CA ohne MC-Leader 
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der erfindungsgemaflen hMn- 
S Kationenaustauschersaule 

Proben nach verschiedenen 



1 = 4ul Marker (LMW-Pharmacia)l:50 
20 2 = 10ug Rohextrakt . 

3= 10ug nach Ammoniumsulfatfallung 

4= 9ug nach Chromatographic an Mono S 

5= 2.5ug nach Chromatographie an Hydroxylapatit 

6= 5ag nach Chromatographie an Hydroxylapatit 

25. Die folgenden Beispiele. die die Erfindung nicht eingrenzen sollen, veranschaulichen die Erfindung im 

Detail.' ' 



Verwendete Materialien: 

30 

Wenn in den folgenden Beispielen nicht besonders angegeben, wurden folgende Materialien. Losungen, 
Plasmide. Vektoreh und Mikroorganismen benutzt: 

ADHl-Promotor (1500bp BamHt/Xhol): 
35 DSM 4013 (pES103). hinterlegt am 27.2.87 

ADHI-Promotor-verkur2t-(400bp -BamHI/Xhol): 

DSM 40 1 6 (p WS323E). hinterlegt am 27.2.87 
ADHIhTerminator (336 bp Xbal/Hindlll): 
DSM 4014 <pGD2). hinterlegt am 27.2.87 
40 BamHhPuffer: 

150mM NaCI, 6mM Tris-HCl pH 7.9. 6 mM MgCI,, 100ug/ml 8SA 
Core-Puffer: 

50mM Tris-HCl pH 8.0, 10mM MgCI,, 50 mM NaCI 
Denaturierlosung: 
45 0.5M NaOH, 1.5M NaCI 
Denhardt-Ldsung (50x): 

1g Polyvinylpyrrolidon MG 360.000. tg Ftcoll. tg Rinderserumalbumin (BSA) ad 100ml H,0 
E. ccli C600: 

F". supE44, thil. thrl. leuB6, IacY1. tonA21. \~ (ATCC 23724) 
so E. coli JM101: 

supE. thi, A(lac-pro AB), [P, traD36. proAB. lacl q Z,AM15] 
High-Puffer: 

100mM NaCI. 50mM Tris-HCl pH 7.5, 10mM MgCI,. ImM Dithiothreitol (DTT) 
Hindi-Puffer: 

55 10mM Tris-HCl pH 7.5. 60mM NaCI. lOnr.M MgCI,. 1mM 2-Merkaptoathanol, 100ug/ml BSA 
Hybridisierlosung: 

wie Prahybridisierlosung, ohne Lachssperma-DNA 
Klenow-Reaktionslosung: 



10 



15 



d = CP-Extr. WS30-5g 
e = MC-Extr. WS3G-5g 
f = CP-Extr. WS30-5g 
g = MC-Extr. WS30-5g 
h = CP-Extr. WS30-5g 
i = MC-Extr. WS30-5g 
j^CP-Extr. WS30-5g 
k = MC-Extr. WS30-5g 
l = CP-Extr. WS30-5g 
m = MC-Extr. WS30-5g 
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p£D24-AB mit MC-Leader 
pE024-AB mit MC-Leader 
PWS491A ohne MC-Leader 
pWS491A ohne MC-Leader 
pE025-AC mit MC-Leader 
pE025-AC mit MC-Leader 
pWS550A ohne MC-Leader 
pWS550A ohne MC-Leader 
pE026-AD mit MC-Leader 
pE026-AD mit MC-Leader 



n = freie Spur 

o = Marker. 0,075ug human3 Leber MnSOD 

Ftg. 14. Elutionsdiagramm (Beispiel 15. Schritt 5) der Chromatographie 
SOD nach (NH«),SO*-Fallung (Beispiel 15, Schritt 4) durch eine Mono 
(Pharmacia). 

Rg. 15. SDS-Polyacrylamidgel (15%, Siiberfarbung) von hMn-SOD 
Reinigungsstufen. 
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22ul DNA/H z O. 2.5ul 10x N^^Futfer (0.5M Tris-HCI pH 7.2. 0.1 M MgSO*. 1mM^^500 ug/ml BSA) je 
tti! 2mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP, 2.5 U Klenow-Fragment (0.5 u\) 
Lambda-Puffer: 

lOOmM Tris-HCI pH 7.5, lOrnM MgCI,. 1mM EDTA 
5 LB-Agar: 

LB-FIussigmedium, I5g/I Bacto-Agar (Difco) 
LB-FIussigmedium: 

lOg/l Bacto-Trypton (Difco). 5g/l Hefe-Extrakt (Difco), 5g/i NaCl, 10M NaOH ad pH 7.4 
Ugationslosung: 

jo • 66mM Tris-HCI pH 7.6. 10mM MgCI,, 5mM DTT, tmM ATP, 1 U T4-DNA Ugase 
Neutralisationslosung: 

0.5M Tris-HCI pH 7.5, 1.5M NaCl 
Nitro2ellulosefiiter: 

Schleicher & Schuell. Membranfilter BA 35 
r$ Nrul-Puffer: 

50mM KCI. 50mM NaCl. 5QmM Tris-HCI pH 8.0. lOmM MgCI, 
Prahybridisierlosung: 

5 x SSC. 5 x Denhardtlosung. 50mM Na-Phosphatpuffer pH 6.8, ImM Na a P«0,. IOOllM ATP, 0.1% SDS, 
30 -100 (50)ug/ml denaturierte. ultraschallbehandelte Lachssperrr.a-DNA 
20 puCl8: 

Pharmacia 
pURA3: 

DSM 4015. hinterlegt am 27.2.87 
S. cerevisiae DBY747: 
25 a. Ieu2. his3. trpl. ura3 (Yeast Genetic Stock Centre, Berkeley) 
SC-URA-Medium: • 

0,67% BYNB (Difco), 2% Glukose, 2% 50x AS-Mix (pro Liter: 1g Histidin. 6g Leucin, 2.5g Tryptophan, 
4q Lysin, 1.2g Adenin, 2g Arginin, 1g Methionin. 6g Phenylalanin. 5g Threonin, 6g Isoleucin) 
Smal-Puffer: 

30 lOrnM Tris-HCI pH 8.0, 20mM KCI. 10mM MgCI,, 10mM 2-Merkaptoathanol. 100ug/ml BSA 
Sphl-Puffer: 

10mM Tris-HCI pH 7.5, lOOmM NaCl, 10mM MgCI,, 10mM 2-Merkaptoathanol. 100ug/ml BSA 
SSC (20x): 

3.0M NaCl, 0.3M Na,-Citrat. pH 7.0 
35. SSPE(20x): 

3.6M NaCl, 0.2M Na,HPQ„ 20mM EDTA, mit NaOH (10N) ad pH 7.4 

TE-Puffer: ~" ~ 

10mM Tris-HCI pH 8.0, ImM EDTA 
Thai-Puffer: 
40 50mM Tris-HCI pH 8.0, 10mM MgCI, 
Top- Agarose: 

LB-FIussigmedium, 0.7% Agarose (Seaken FM-Agarose) 
Vorwaschlosung: 

1 M NaCl. 50mM Tris-HCI pH 8.0. 1mM EDTA. 0.1% SOS 

45 



8eispiel 1 . Konstruktion oiner cDNA-Genbank 

so Aus einer frisc-.en Human-Placenta wurden wurfelgrcite Gewebestucke in flu;:igem Stickstoff - 
schockgefroren urvj das Gewebe bei unter -80° C pulverisiert. Aus dem pulverisiertem Gewebematerial 
wurde anschliefl' .id die RNA nach der von Chirgwin, J.M. et al beschriebene Prozedur extrahiert und 
prapariert (Chirgwin, J.M. et al. Biochemistry 18. 5294 - 5299. 1979). 

Aus der danach erhaltenen RNA wurde die poly(A)*RNA nach Aviv, H. und Leder, P. (Proc. Natl. Acad. 

55 ScL USA 69. 1409 - 1412, 1972) prapariert. 

Die Synthese der cDNA wurde mit "cDNA synthesis system" (Amersham RPN 1256) durchgefuhrt 

Das Packaging erfolgte mit Gigapack (Vector cloning systems). Alle weiteren methodischen Schritte zur 
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Klonierung in die EcoRI-SteiiWon xgtlO wurden nach der Vorschrift von Huynh i.v\ et ai. (ON A Cloning 
Vol 1. D.M. Glover ed.. IRL Press. Chapter 2. 1985) durchgefuhrt. au/3er dafl als "plating bacteria" E, coli C 
600 verwendet wurde. Der Titer der die cDNA-Genbank reprasentierenden xgtlO Phagen betrug 1.2x10'° 
pfu ml. die Zahl der unabhangien Klone 1x10*. • 



Beispiel 2. Amplifikation der \qtlO-Genbank 

Ein geeigneter E.coli Wirtstamm (C600. Genotyp F-, supE44. thil, thrl IeuB6 lacYI tonA21 !ambda-(M,A. 
io Hoyt et al., 1982. Cell 31. 5656) wurde uber Nacht in LB-Medium. supplementiert mit 0.2% Maltose, bei 37° 
vorgezuchtet. 

Diese Ubernachtkultur wurde 5 min bei 3000 upm abzentrifugiert und in eiskalter 10 mM MgSO.-Losung 
suspendiert. sodafl die OD600nm 4,0 betrug. Die so bereiteten Mg-Zellen wurden bei 4°C gelagert und 
konnten eine Woche verwendet werden. 
;s 12x200 ul Mg-Zellen wurden in sterilen Rtihrchen mit einer Phagensuspension (je 50000pfu der cONA- 
Genbank/Platte) gemischt und 20 min bei 37° C inkubiert. 

Anschlietfend wurden zu jedem Rohrchen 6 - 7 ml geschmolzene. auf 42°C temperierte Top-Agarose 
(enthalt 10 mM MgSO«. Endkonzentration) pipettiert, gemischt und auf 12 bei 37°C vorgewarmte LB- 
Agarplatten (13.5 cm Durchmesser) mit 10 mM MgSOi ausgegossen und 6-12 Stunden bei 37°C 
20 inkubiert. 



Beispiel 3. Primarscreening zur Identifikation rekombinanter X-Phagen 

25 a. Praoaration der Nitrozellulosefilter 

Die so bereiteten Platten wurden nach erfolgter Inkubation auf 4°C abgekuhlt. Mit Bleistift numerierte 
Nitrozellulosefilter wurden auf die Plattenoberflache gelegt und die Positionen auf den Platten durch 
Nadelstiche markiert. Etwa 1 min. nachdem sie voilkommen durchfeuchtet waren, wurden die Filter wieder 
30 vorsichtig abgezogen, in Denaturierlosung gelegt und 1 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. An- 
schlieflend erfolgte die Neutralisation in Neutralisationslosung fiir 5 min bei RT und eine Inkubation fur 30 
sec in 2xSSPE ebenfalls bei RT. . 

Bis zu 3 weitere Abzuge wurden von jeder Platte angefertigt. wobei die Filter jeweils 30 sec langer auf 
der Platte belassen wurden. Die Positionen der Nadelstiche wurden auf die folgenden Filter genau 
35 ubertragen. 

Die.Filter„wurden_auf_Filterpapier lieq end an der Luft getrocknet und die DNA durch zweistundiges 

Backen bei 80°C fixiert. Die Platten bewahrte man bis zum Ergebnis der nachfolgenden Hybridisierung auf. 



40 b. Preparation der 32 P-markierten DNA-Sonden 

Die synthetischen Oligonukleotidgemische wurden am 381 A DNA-Synthesizer (Applied Biosy stems) 
hergestellt. durch Polyacrylamidgelelektrophorese (20% in 8 M Harnstoff. T. Maniatis et aL, Molecular 
Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory, 1982, p173ff) gereinigt und uber Sephadex G50 (Pharmacia) 
45 entsalzt. Die so synthetisierten DNA-Sonden sind kcmplementar zu RNA-Basensequenzen, die a) fur die 
Aminosauren 39-46 bzw. b) 200-207 kodieren (D. Barra et al., Oxy Radicals and their scavenger Systems, 
Vol. 1, 336-339, 1983) und haben folgende Basensequenzen: 



5 



50 



a) 5' 



C C C 
TG ITA TT TC TC IGT I AC ITT 
T T T 



55 



b) 5 f 



AC A 
TC IGT I AC TT TC CCA TT I AT 
G T G 



3' 



wobei A. G. C und T fur die e.ntsprechenden Nukleotide. I fur Inosin steht. 
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Die chemisch synthetisierten DNA-Probengemische wurden je in einer Konzentration von 20 pM/ul in 
Wasser geldst. 



5 Reaktionssatz: 

20-100 pM gamma 32 -PATP (>3000Ci.'mmol. Amersham), lyophilisiert aus athanolischer Losung, 20-100 
pmol Oligonukleotid. 1 ui lOxKinasepuffer (0.7 M Tris-HCI pH 7,6 0.1 m MgCU. 50 mM Dithiothreit. 10 
Einheiten T4 Polynukieotidkinase (BRL), Wasser ad 10 ul. 
w D»e Reaktion erfolgte 60 min bei 37°C und wurde durch Zugabe von 25 mM EDTA gestoppt Nicht 
eingebaute Radioaktivitat entfernte man durch Ausschluflchromatographie uber eine 1 ml 8iogel P6-DG 
(Biorad) Saule, hergestellt in einer 1 ml Einwegspritze. Als Elutionsmittel wurde TE-Puffer verwendet. 



is c. In situ Hybridisierung 

Um Reste von Agarose und Bakterien von der Nitrozellulose zu entfernen, die bei der Hybridisierung zu 
starker Hintergrundstrahlung fuhren, wurden die Filter in einem nicht zu kleinem Voiumen Vorwaschlosung 
einige Stunden bis zu uber Nacht unter Schwenken bei 65° C inkubiert. Um unspezifische Bindungsstellen 
20 fur DNA auf den Nitrozellulosefiltern abzusattigen, wurden diese 1-12 Stunden bei 37°C in der zuvor im 
Vakuum entgasten Prahybndisierlosung inkubiert. 

Die zum Hybridisieren eingesetzten, radioaktiv markierten ONAs (ca. 1 x 10'cpm/ug) wurden zur 
erforderiichen Menge an auf 37°C vorgewarmter und entgaster Hybridisierlosung zugegeben. Um die 
Konzentration der jeweiligen DNA-Probe in der Hybridisierlosung moglichst hoch zu halten. wurde nur so 
25 vie! Hytri^:ii?rf! ? .j$s''gkeit verwendet. da/3 die Filter gerade von Flussigkeit bedeckt waren. Die Hybridisie- 
rung erfolgte 12-18 Stunden bei 37°C. 

Die Nitrozellulosefilter wurden anschlieCend entsprechend der Methode von Wood et al. 
(Proc.Natl.Acad.Sci. Vol 82. 1585-1588. 1985) 3mal in 6xSSC und 0.05% SDS gespult (4°C) ur.d 2x30 min 
bei 4°C ebenso gewaschen. Anschlieflend wurden die Filter in einer frisch bereiteten Losung, die 3 M 
30 Tetramethytammoniumchlorid (Me4NCI), 50 mM Tris-HCI pH8. 2 mM EDTA und 0,05% SDS enthait, 3mal 
bei Raumtemperatur (RT) gespult. 2x30 min (RT) gewaschen und schliefllich 3x30 min bei 49°C 
■ (Oligonukleotidgemisch a)) bzw. bei 52°C (Oiigonukleotidgemisch b))gewaschen. an der Luft getrocknet 
(Oligonukleotidgemisch b) und auf Papier geklebt. Rontgenfilme wurden 2-8 Tage bei -70°C unter 
Verwendung eines "intensifying-screen" exponiert. 

35 



Beispiel 4. Plaquereinigurg 

Da bei der angewandten hohen Dichte der Plaques im ersten Suchvorgang keine einzelnen Plaques 
40 isoliert werden konnten, wurden die rekombinanten lambda-Phagen durch mehrere aufeinanderfolgende 
Suchvorgange bei gleichzeitig verringerter Plaquedichte gereinigt.Nach Entwicklung der Autoradiogramme 
wurden Regionen von der Agarplatte isoliert. (von drei durchgefuhrten Primarscreenings waren von 28 
Regionen 2. von 35 Regionen 1 und von 15 Regionen 5 positiv). die auf beiden im Duplikat hybridisierten 
Nitrozellulosefiltern ein positives Hybridisiersignal ergaben. Dazu wurde die gewunschte Stelle mit dem 
45 engen Ende einer sterilen Pasteurpipette aus dem Agar gestochen und in 0,3 • 0.6 ml Lambda-Puffer (100 
mM Tris HCI pH 7,5. 10 mM MgCI, und 1 mM EDTA) uberfuhrt. Es kann aber auch SM-Puffer (Maniatis T. f 
Molecu'ar-CJoning, 1982, S. 70) genommen werden. Nach Zugabe von einem Tropfen Chloroform lie/3 man 
die Phagen uber Nacht bei 4°C aus dem Agar herausdiffundieren und plattierte jede einzelne Phagensu- 
spension in mehreren Verdunnungen erneut aus. Von Platten, die 300-1000 Plaques aufwiesen. wurde 
so erneut ein Nitrozellulosefilterabzug hergestellt und jeweils gegen beide DNA-Sonden hybridisiert. Dieser 
Vorgang wurde wiederholt. wobei Einzelplaqoes weiterverfolgt wurden, bis- alle Plaques einer Platte ein 
positives Hybridisiersignal ergaben. 

55 Beispiel 5. Analyse der erhaltenen Phaqenklone 
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a. Titration der \-Phagen 

Die Phagensuspensionen wurden in Verdunnungsschritten von 1 : 10 mit Lambda-Puffer verdunnt. 
durch mehrmaliges Umschwenken gemischt und ausplattiert Nach Inkubation bei 37°C konnten die auf 
5 dem Bakterienrasen entstandenen Plaques gezahlt und der Titer (plaque forming units (pfu)) bestimmt 
werden. 

Der Titer betrug iur die gereinigten Phagensuspensionen 2.2-8.6 x I0 l0 pfu/ml. 



io b) Preparation der Lambdaphagen-DNA 

Nach Isolation und Titration der in sich homogenen Phagenklone wurden diese in einer Dichte von 2 x 
10* pfu/13.5 cm Petrischale (mit dem Kulturmedien der Zusammensetzung: 1,5% Agarose. 10 g/i Trypton, 5 
g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCI. 10 mM MgSO* und 0.2% Glukose) mit 200 ul C600 Mg-Zellen (4 OD«o) plattiert, 

rs 5 Stunden bei 37°C inkubiert und anschlieflend auf 4°C abgekuhlt. Die Elution der Phagen erfolgte durch 
Uberschichten der Platten mit je 8 ml Lambdapuffer und einigen Tropfen Chloroform und leichtes 
Schwenken bei 4°C uber Nacht. Der durch Zentrifugation (15000 upm, 15 min, 4°C) gereinigte Uberstand 
wurde schliefllich abgenommen und die Phagen durch Zentrifugation bei 50000 upm (Beckman Ti50 Rotor) 
30 min bei RT pelletiert Nach Zugabe von je 500 ul Lambdapuffer und Inkubation mit Ribonuklease A 

20 (RNase A, 10 ug/ml) und Desoxiribonuklease (DNase, 1 ug/ml), 30 min bei 37° C, wurde die Salzkcnzentra- 
tion durch Zugabe von je 25 ul 0.5 M EDTA. 12 ul 1 M Tris-HCl pH 8.0 und 6.5 ul 20% SDS erhoht und die 
vorhandenen Enzyme durch Inkubation bei 70°C fur 15 min inaktiviert. Nach einer Extraktion mit Phenol 
und zweimaliger Extraktion mit Chloroform/lsoamylalkohol (24:1) zu jeweils gleichen Volumina wurde die 
DNA durch Zugabe von 0.1 Vol. 3 M Natriumazetat pH 5.2 und 2 Vol Alkohol ausgefallt, abzentrifugiert, mit 

:5- -70 x % Alkohol gewaschen, getrocknet und in 50 ul TE-Puffer aufgenommen. 



c. Restriklionsanaiyse 

30 Je 2 ul DNA-Losuhg wurden mit 5 Einheiten EcoRI in HIGH-Puffer 2 Stunden bei 37° C inkubiert. die 
erhaltenen Fragmente auf einem 1 % Agarosegel (T. Maniatis et al.. 1982. p149ff) unter einer Spannung 
von 1-5 Volt/cm aufgetrennt. die Fragmente mit Langen zwischen 500 und 1000 Basenpaaren vom Gel 
eluiert (G.M. Dretzen et al.. Anal. Biochem.VJ2. 295-298, 1981) und schliefilich einer Sequenzanalyse 
unterworfen. 

35 



d. Sequenzanalyse 

Die Subklonierung der Restriktionsfragmente in einen fur die Sequenzbestimmung nach Sanger (F. 
40 Sanger et al., Prcc.Natl. Acad.Sci. 74. 5463-5467, 1977; F. Sanger et al. FEBS-Letters 87. 107-111. 1978) 
geeigneten Vektor (Bluescribe M13+ bzw. M13-. Vektor Cloning Systems (C. Yanisch-Perron et al., Gene 
33. 103-119. 1985)) erfolgte nach den ublichen Methoden zur Durchfiihrung von R^striktion und Ligation 
von DNA-Fragmenten und Transformation von E.coli Wirtszellen (T. Maniatis et al.. 1982, Molecular Cloning, 
Cold Spring Harbor Press, p104, 146ff, 396; DNA-Cloning, IRL-Press 1985. Vol 1, chapter 6). So. wurden 
45 100 ng isolierte EcoRI-cDNA-Fragmente uber EcoRI-Stellen in die entsprechend vorbereitete dsDNA-Form 
(replikative Form, 50 ng) des Vektors insertiert*(durch Inkubation von 2-12 Stunden bei 14°C in 10 ul 
Ligationslosung) und mit dieser rekombinanten Konstruktion (mit den Bezeichnungen BS3. BS5. 8S8, BS9. 
BS12. BS13. BSXIII) kompetente E.coli (Stamm JM 101) Zellen transformiert. 

Es wurde die Einzelstrang-DNA der rekombinanten Phagen isoliert und nach Sanger sequenziert Die 
so gelesenen Sequenzen wurden mittcls geeigneter Computerprogramme (R. Staden, Nucl.Acid.Res. 1^ 4731- 
4751, 1982) verarbeitet. 

Der isolierte Klon 8 (BS8) enthalt die kddierende Sequenz ab Aminosaure 22 des reifen Enzyms (Fig. 1) 



. 55 
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Beispiel 6. Konstruktion einer Expressionskassette 

Zur Expression der hMn-SOD in Hefe sind Vervollstandigung der isolierten cDNA. sowie die Konstruk- 
tion einer Expressionskassette notwendig, wobei der ADHI-Promotor in seiner ursprunglichen Lange (ca. 
1500 bp. Methods in Enzymology. Vol. 101, Part C, 192-201. 1983). derseibe in verkurzter Form (ADHIK ca. 
400 bp) und der ADHII-Terminator (Dr. R. Beier and E.T. Young, Nature 300. 724-728. 1982) zur 
Anwendung kommt. 



jo a. Vervollstandigung des Gens 

Da dem isolierten cDNA-Klon 8 am N-Terminus die den 21 Aminosauren (AS) entsprechende Basenan- 
zahl fehlt, wurden zur Vervollstandigung des Gens entsprechend der berichteten Aminosaure-Sequenz (D. 
Barra et ai.. J.Biol.Chem.259, 12595-12601. 1984) unter Berucksichtigung der Hefe-Codon-Auswahl 
;s (P.M.Sharp et al., Nucl.Acids.Res.14, 5125-5143, 1986) 2 Oligonukleotidpaare ais Xhol-Xbal-Fragrr.ent (OP1, 
entsprechend Formel Via) bzw. Xbal-Ncol-Fragment (OP2, entsprechend Formel Vib) konstruiert und 
synthetisiert (381 A DNA-Synthesizer, Applied Biosystems). 

OP1 wurde uber Xhol/Xbal in das Plasmid V 17 (entstanden aus pUC18 (J. vleira and J. Messing, Gene 19, 
259. 1982) nach Hindi Restriktion und Insertierung von Xhol-Linkern (New England Bio!abs.d(CCTCGAGG) 

20 und Smal-Restriktion des entstandenen Piasmids pESt02 mit nachfolgender Insertierung von Ncol-Linkern 
(New England Biolabs. d(CCCATGGG)). insertiert(Rg. 2), OP2 uber Xbal/Ncel: Dazu wurden je 4 ug V 17- 
DNA mit je 10 Einheiten Xbal und Ncol bzw. Xhol und Xbal in 40 ul CORE-Puffer 2 Stunden bei 37°C 
verdaut und durch Gelektrophorese (0,7 % Agarose, s.o.) gereinigt. Je 5 ul der synthetisierten Ein- 
zelstrange von OP1 bzw. von OP2 (jewels io pM/ul) wurden gemischt, 10 min bei 65°C inkubiert und 

25 langsam auf RT abgekuhlt. Jeweils 1/10 davon wurden mit je 50 ng doppelt geschnittenem Vektor 
(Xbol/Xbal fur OP1 und Xbal/Ncol fur OP2) unter oben beschriebenen Bedingungen ligiert (Plasmide 
HSOD2 und HSOD3, Fig. 2). Schliefllich wurden HSOD2 und HSOD3 uber Scal/Xbal (also nach doppelter 
Verdauung mit Seal und Xbal in CORE-Puffer 2 Stunden bei 37° C) nach Reinigung und Isolierung der ge- 
schnitten Vektoren durch Gelelektrophorese und Ligation unter oben beschriebenen Bedingungen (Klonieren 

30 der Oligopaare OP1 und OP2) zu Plasmid HSOD4 kombiniert (Fig. 2. 3), dieses durch Ncol-Restriktion. 
darauffolgendem Klenow-Fill-in und EcoRI-Restriktion fur die Aufnahme des ThalEcoRI-cDNA-Fragments 
vorbereitet: 5 ug DNA wurden in 50 ul High-Puffer mit 18 Einheiten Ncol bei 37°C mehrere Stunden 
inkubiert, die geschnittene DNA durch Gelelektrophorese gereinigt. isoliert und die Halfte davon in 30 ul 
Klenow-Reaktionslosung 1 Stunde bei RT inkubiert. 

35 Nach Beendigung der Reaktion durch Zugabe von 2 ul 0,5 M EDTA und Inkubaticn der Reaktionslosung bei 

7n°C-(1Q-min)^iirria^ und mit 7,5 Enheiten EcoRI in 20 

ul HIGH-Puffer nachgeschnitten. nochmals gereinigt und isoliert. (Rg. 5) 
Das Thal/EcoRI-cDNA-Fragment wurde wie folgt prapariert: 

Mit dem Plasmid BS8. das den isolierten cDNA-Klon8 (s.o.) enthalt, wurden kompetente E.coli (Stamm JM 
40 101) Wirtszellen transformiert, und das Plasmid unter geeigneten Bedingungen prapariert (T. Maniatis et al, 
1982, p368). 

Nach Restriktion mit Thai (10 ug Plasmid wurden in 40 ul Thai-Puffer mit 25 Einheiten Thai 8 Stunden bei 
60°C verdaut). Nachschneiden des 759 bp Thai Fragments mit EcoRI (s.o.), mit jeweils nachfolgender 
gelelektrophoretischer Reinigung und Isolation des entsprechenden Fragments, wurde das so erhaltene 
45 Thal/EcoRI-Fragment (Rg. 4) mit dem entsprechend vorbereitetem Plasmid HSOD4 (ca. 100 ng Fragment 
wurden mit 50 ng geschnittenem Vektor in 10 ul Ligationslosung ligiert. (s.o.)) zu HSOD6 (Rg. 5) 
kombiniert. Plasmid HSOD6 enthalt somit die vollstandige c-DNA fur hMn-SCD inklusive Met. Der 
Leserahmen bleibt dabei erhalten. 

50 

b. Konstruktion der Expressionskassette 

Plasmid HSOD6 wurde mit Xhol und EcoRI (je 5 Einheiten/ug DNA) in CORE-Puffer doppelt verdaut. 
das Xhol-Fragment (Gen) isoliert und in das Plasmid PKH1 bzw. PKH2 uber XhotEcoRI insertiert. Die 
55 Plasmide PKH1 bzw. PKH2 wurden wie folgt prapariert (Fig.6. 7, 8): In Plasmid PES 103. das den ADHI- 
Promotor als 1500 bp BamHI-Xhol-Fragment in PES 102 (PES 102 ist ein pUCl8 Derivat. welches in der 
Hincll-Schnittstelle eir.en Xhol-linker enthalt. die Konstruktion des BamHI-Xhol-Fragments ist in Methods in 
Enzymology UM, 192-201 beschrieben) enthalt. wurden nach Smal-Restriktion (1 ug Plasmid wurde mit 5 
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Einheiien Smal in Smal-Puffer fur 2 Stunden bei 37°C verdaut). Reinigung und Isolation Bglll-Unker 
insertiert (T. Maniatis et al.. 1982. p 396). Oas so entstandene Plasmid (Pi 54/1. Fig. 6) wurde durch EcoRl- 
Restriktion (s.o.), Klenow-RII-in (s.o.) und Religation (lug ONA wurde >n 40 ul Ligationsldsung (s.o.) uber 
Nacht bei 14°C inkubiert) zu Plasmid 154/2 verandert (Rg. 6). 
5 Ebenfalls ausgehend von Plasmid pESi03 wurde nach doppelter Verdauung mit Xhol und Hindll! in 
CORE-Puffer der Linker -Xhol.EcoRI.Xbal.Hindlll-(Rg. 7, synthetisiert am 381A DNA-Synthesizer) insertiert. 
Dieser Linker enthalt die Sequenz 



to TCGAGGAATTCTCTAGAA 

CCTTAAGAGATCTT.TCGA . 

In das so erhaltene Plasmid 150/1 wurde uber Xbal/Hindlll (doppeite Verdauung in CORE-Puffer) der 

?5 AOHIJ Terminator insertiert (Plasmid 150/2 (Rg. 7)). Der ADHH-Terminator wurde wie folgt erhalten: Plasmid 
pMW5 ADHII (Washington Research Fundation) wurde mit Hindlll (Core-Puffer), danach mit Sphl (in Sphl- 
Puffer) verdaut und das isolierte 605 bp Fragment in den Vektor V18 kloniert und in die Hincli-Schnittstelle 
ein Xbal-Linker (Bioiabs. CTCTAGAG) eingebaut (Ligation s.o.). Ein 335 bp langes Xbal/Sphl Fragment 
wurde in pUCl8 (Xbal/Sphl) einligiert (pGD2). 

2Q Der Vektor V18 wurde dadurch erhalten. dafl in pUCl8 in die Smal-Stelle ein Hindlll-Linker eingebaut 
wurde und die HindM-Steile am ursprunglichen Ort fehlt, so da/3 die Muitiklonierstelle in V18 
EcoRI.Sstl.Kpnl.Hindlll.BamHI.Xbal.Sall.Pstl.Sphl lautet. 

Der ADHIl-Terminator wurde schliefllich nach doppelter Verdauung mit Xbal/Hindlll in CORE-Puffer 
nach den ublichen Methoden (s.o.) isoliert. Plasmid 150/2 enthalt somit bis auf das uber Xhol/EccRI zu 

25 insertierende Gen die fur eine Genexpression notwendigen Einheiten von ca. 1500 bp (Promotor). 7 bp 
(Xhol-Linker), 6 bp (EcoRI-Linker). 7 bp (Xbal-Linker), 329 bp (Terminator). Diese Einheiten wurden nun 
uber BamHI/Hindlll (doppeite Verdauung in CORE-Puffer) in den Vektor 154/2 (Rg. 8) inseriert. In dem so 
erhaltenen Plasmid PKH1 (Rg.8) wurde in analoger Weise der ADHI-Promotor durch den verkurzten 
Promotor ADHIk als BamHl/Xhol-Fragment (412 bp) ersetzt (pKH2. Rg. 9). 

30 In beide Plasmide wurde schliofllich uber Xhol/EcoRI (s.o.) das aus HSOD6 herausgeschnittene 
vollstandige cDNA-Gen (s.o.) insertiert. Die so erhaltenen Plasmide HSOD7/1 bzw. HSOD7/2 (Rg. 9 zeigt 
nur HSOD7/2) unterscheiden sich voneinrr.der nur durch die verschiedenen Promotoren AOHI und ADHIk 
(s.o.). Die so fertiggestellten Expressionskassetten wurden uber Bglll/Hindlll (nach doppelter Verdauung der 
Plasmide in CORE-Puffer und Isolation der herausgeschnittenen Expressionskassetten) in die entsprechend 

05 vorbereiteten und offentlich erhal tlichen Hefetransformationsvektoren YEp13 (J.R. Broach ec al., Gene 8, 
121-133. 1979. ATCC 37115), pJOBarnDSJTTT^^ 

(K. Struhl et al., Proc. NatL.Acad.Sci. USA 76. 1035-1039. 1979. ATCC 37061) uber die Schnittstellen 
BamHI und Hindlll. insertiert. 



Beispiel 7. Herstellunq einer fur die Expression geeiqneten Hefe Mn-SOD-Mutante 

Das Gen fur Hefe-Mn-SOD (A.P.G.M. van Loon et al.. Gene 26. 261-272, 1983) ist als BamHI-Fragment 
im Vektor PL 41 (Rg.10) enthalten und die Sequenz vollstandig publiziert (C.A.M. Marres et al. 
Eur.J.Biochem:i 47. 153 - 161, 1985). Nach Restriktion mit 8amHI (2 ug Plasmid wurden mit 5 Einheiten in 
150 mM NaCI. 6 mM Tris-HCl_pH 7.9. 6 mM MgCI,. 100 ug/ul Rinderserumalbumin 2 Stunden bei 36°C 
verdaut) wurde das 2045 bp lange BamHI-Fragment. das das Gen enthalt. wie ublich durch Gelelektro- 
phorese gereinigt und isoliert und uber BamHI in den Vektor VO (pUCl8. jedoch ohne Hindlll-Schnittstelle) 
subkloniert. 

Der Vektor VO wurde dadurch erhalten. indem 1 ug pUCl8 mit Hindlll geschnitten wurde (CORE- 
Puffer), das linearisierte Fragment aus dem Gel nach bekannten Methoden isoliert, die uberstehenden 
Enden mit 2 U Klenow-Polymerase (Ligasepuffer + 0.2 mM dNTP) aufgefullt und nach 30 min bei RT 
durch.Zugabe von 2 U T4-DNA-Ligase uber Nacht bei 14°C regligiert wurde. 

Das entstandene Plasmid SODY1 (Rg.10) wurde durch Nrul-Restriktion (1 ug Plasmid wurde mit 5 
Einheiten Nrul in Nrul-Puffer 2 Stunden bei 36°C verdaut) durch Gelelektrophorese gereinigt und durch 
Insertieren eines HindHI-Linkers (CAAGCTTG) zu SODY3 (Fig. 10) verandert. SchlieClich wurde in die 
Hindiii-Schnittstelle das URA3-Gen (erhalten aus pURA3) insertiert: 4 ug SODY3 wurden mit 20 Einheiten 
Hindlll 2 Stunden bei 37° C in CORE-Puffer verdaut und dephosphoryliert: 
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Zu 40 ul Verdauungsansatz wurden 40ul H 2 0. 10uI 1 mM EDTA, 5ul 1M Tris-HCl pH9.5. 1 ul 100 mM 
Spermidin 1 u! Calf Intestinal Alkaline Phophatase (CIAP. 1 mg:m! H : 0) zu gegeben und bei 36 3 C 
inkubiert.Nach 15 min wurde nochmals 1 ul CIAP zugegeben und weitere 15 min inkubiert. Der dephos- 
phorylierte Vektor wurde ebenfalls durch Agarosegelelektrophorese geremigt. 2 ug Plasmid pURA3 wurden 
s mit Hindlll geschnitten (siehe oben) und ein 1,2 kb Fragment, welches das Hefegen URA3 enthalt, ebenfalls 
isoliert und in den vorbereiteten Vektor insertiert (s.o.). 

Oie so entstandenen Plasmide S00Y7 und SODY8 enthalten das URA3-Gen innerhalb des Hefe-Mn-Gens 
und unterscheiden sich in der Orientierung des URA-Gens relativ zum Mn-SOD-Gen (Fig. 10). 

Oie Orientierung des URA3-Gens relativ zum Mn-SOD-Gen ist feststellbar, da das URA3-Gen eine 

70 asymeirische Pstl-Stelle enthalt. 

Mit dem Plasmid SODY7 und SOOY8 wurden im Stamm OBY 747 (Genotyp a. Ieu2. his3. trpl, ura3, 

- - Yeast Genetic-Stock Centre. Berkeley) ein "Gen-Transplacemenf durchgefuhrt (Methods in Enzymology 
121. 202-21 1 und 21 1-228). Der Stamm OBY 747 wurde mit dem BamHl-Fragment aus SODY7 und SODY8 
transformiert (J.D. Beggs. Nature 275. 104, 1978). Dazu wurden 20 ug SODY7 bzw. SOOY8 mit 50 U BamHI 

;s in 200 ul BamHI-Puffer (150 mM NaCi. 6 mM TrisHCI pH 7.9. 6 mM MgCI,. 1 mM DTT) geschnitten und die 
gesamte Verdauungsmischung (ohne d6n pUC-Anteil abzutrennen) mit Phenol extrahiert (Maniatis. T. et al. f 
Molecular Cloning, 1982, S. 458f) und durch Athanolfallung konzentriert (Zusatz von 20 ul 3 M Natriumace- 
tat pH 5.5. 500 ul Athanol). Die DNA wurde in 10 ul Wasser aufgenommen und direkt zur Transformation 
von Hefe eingesetzt. 

20 Oie Transformanten wurden auf Uracilprototrophie selektioniert. 

Bnzelne Transformanten wurden uber Nacht in 5 ml SO-URA-Medium bei 28°C gezuchtet. Die ZeHen 
wurden durch Zentrifugation geerntet. nach van Loon et al. aufgeschlossen (Proc.Natl.Acad.Sci.USA 83, 
3820-3824, 1986) und auf ihren Gehalt an Mn-SOO untersucht. Zur ge!elektrophoretischen Erfassung von 
Mn-SOD einerseits und Cu/Zn-SCD andererseits wurden bereits bestehende Arbeitsvorschriften (Ch. Beau- 

25 char^p und I. Fridovich, Anal. Biochem.44. 276-287, 1971; H.P. Mlsra und I. Fridovich. 
Arch.Biochem.Biophys. 183. 511-515. 1977; B.J. Davis, Annals of the NY Academy of Sciences Vol. 121, 
404-427. 1964) zur Anwendung gebracht. Bestens bewahrt hat sich dabei die Auftrennung der Proteine mit 
anschlieflender Negativ-Farbung mit Nitroblautetrazolium (B.J. Davis. 1964; Ch. Beachamp und I. Fridovich. 
1971). Eine Erhohung der Empfindlichkeit ist durch die Anfarbung mit Dianisidin moglich (H.P. Misra und I. 

30 Fridovich. 1977). Zur weiteren Charakterisierung wurde ein spektrophotometrischer Assay (Hyland. K. et al. 
Anai. Biochem. ]35. 280-287, 1983) mit alkalischem Dimethylsulfoxid als - erzeugendes System und 
mit Cytochrom c als "scavenger" eingesetzt. 

Die Unterscheidung zwischen Mn-SOD einerseits und Cu/Zn-SOO andererseits erfolgt durch Zusatz von 
KCN (s.o. und M. Ysebaert-Vanneste and W.H. Vanneste, Anal.Biochem.107, 86-95. 1980). Die Stamme 

35 S.ODY?:2, SODY7/6. SODY7/8 und SQDY7/10 enthielten keine Mn-SOD Aktivitat. 



Beispiel 8. Herstellunq der Expressionsvektoren 

Die unter Beispiel 6b beschriebenen Expressionskassetten wurden als Bglll/Hindlll-Fragmente aus den 
Plasmiden HSOD7/1 bzw. HSOD7/2 herausgeschnitten (jeweils 2 ug Plasmid-ONA im Core-Puffer, 2 
Stunden bei 37°C mit je 10 U Enzym). Ebenso wurde je 1 ug YEp13, pJDB207 und pEASl02 mit Hindlll- 
BamHI geschnitten (Verdauungsbedingungen"wiel)ben beschrieben). 

Je 50 tig Vektor-DNA und 200 ug Insert wurden in Ligasepuffer (wie beschrieben) mit 1 U Ugase uber 
45 Nacht bei 14°C ligiert und zur Transformation des E.coli-Stammes HB101 eingesetzt. In der folgenden 
Tabelle ist die Bezeichnung der entsprechenden Plasmide angegeben. 
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Tabelle 1: Benennung der Expressionsvektoren 
Vektor Insert: HSOD7/1 HSOD7/2 

YE P 13 PWS550A PWS371A 

PJDB207 pWS490A pWS372A 

PEAS102 pWS491A pWS373A 

Beispiel 9. Herstellunq eines zur Transformation geeiqneten Hefestammes (WS30-5q) 

Es wurde ein Hefsstamm hergestellt. der neben den fur den Hefestamm SO0Y7/2 beschriebenen 
genetischen Markem zusafclich eine Mutation in einer der lysoscmalen Hauptproteasen (die durch ihre 
Aktivitat andere lysosomal Proteasen aktivieren kann) enthalt und somit beim Aufbrechen der Hefezeilen 
weniger Proteasen freisetzt (Mutation pep4) (E.W. Jones et al. a Genetics 102, 665-677. 1982). 
Dazu wurde der MnSOD-defiziente Stamm SODY7/2 mit dem proteasedefizienten Stamm WS20-25 (a ieu2 
his3 trpl ura3 pep4) gekreuzt und die daraus resultierenden Haploiden auf ihre genetischen Marker hin 
untersucht (F. Sherman et aL. Methods in Yeast Genetics, Cold Spring Harbor, N.Y., 1972). 

"Der erhaitene Stamm WS30-5g (Ieu2 his3 trpl pep4 sodl) ist sehr gut transformierbar und erfullt die 
gewunschten Bedingungen. 

Derartige Kreuzungen konnen auch mit anderen gut bekannten und erhaltlichen Hefestammen, bei- 
spielsweise mit 20 B-12 (Yeast Genetic Stock Center, Berkeley) mit ahnlich guten Resultaten durchgefuhrt 
werden. 



Beispiel 10. Hefetransforrnation und Expression in Hefe 



Der Hefestamm SODY7/2 wurde mit den Plasmiden pWS371A. pWS372A bzw. pWS373A transformiert 
JJ.D. Begg s, Nature 275 , 104-109, 1978) und dip Transformanten auf ihre Expression hin untersuc ht 
Dazu wurde eine Vorkultur der Transformanten in SC-leu-Russigmedium (analog dem beschriebenen SC- 
URA-ivtedium. enthalt aber zusatzlich 2.4 g Uracil, jedoch ohne Leucin) hergestellt (Schutteln bei 300 rpm, 
28°C. uber Nacht). Oavon wurden 100 ul in 4 ml YP5%D (1% Bacto Yeast Extract. 2% Bacto Pepton. 5% 
Glucose) inokuliert und uber Nacht gezuchtet (wie die Vorkultur). Die Zellen wurden geerntet und aufge- 
schlossen wie unter Beispiel 7 bereits beschrieben. Auf das Aktivitatsgel wurde die Menge Zellrohsaft. die 1 
ml Kultur entspricht, aufgetragen. Der Aktivitatstest wurde wie unter Beispiel 7 beschrieben, durchgefuhrt. 

Der Hefestamm WS30-5g (Ieu2 his3 trpl pep4 sod!) wurde mit den Plasmiden pWS550A, pV/S490A, 
pwS491A transformiert. Die Herstellung der Vorkultur, Kultur und die Messung der hMn-SOD- Aktivitat 
erfolgten wie oben beschrieben. 

Die Expression der Plasmide pWS490A, pWS491 A im Hefestamm WS30-5g dokumentiert Rg. 11 . 

Die in der Hefe unter diesen Bedingungen gemessenen MnSOD-Menge entsprach ungefahr 0 5 
mg/Liter Kultur. 
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Beispiei 1 1 . Synthase eines die Hefe-Leader ONA Sequenz enthaltenden Linkers 

Es wurden sechs verschiedene Oligonukleotide EBI 656. EBI 636. EBI 643, EBI 646. EBI 660 und E3I 
638 folgender Sequenzen und Langen 



EBI 656: 

TCGAGTATACAATGTTCGCGAAAACAGCTGCAGCTAATTTA 3 4 Ibp 

EBI 636: 

5' 3' 

TCTTGGTTAAATTAGCTGCAGCTGTTTTCGCGAACATTGTATAC 4 4 b p 

EBI 643: 

5' 3 

ACCAAGAAGGGTGGTTTGTCATTGCTCTCCACCACAGCAAGGAGAACC 4 8 bp 



EBI 646: 

5' 1 

AGTGCTTGGTTCTCCTTGCTGTGGTGGAGAGCAATGACAAACCACCCT 4 8 bp 

EBI 660: 

5* 3' 

AAGCACTCTTTGCCAGACTTGCC ATACGACTACGGTGCT 3 9 b p 

EBI 638: 

5' 3' 

CTAGAGCACCGTAGTCGTATGGCAAGTCTGGCAAAG 3 6 bp 



uber einen 381 A DNA-Synthesizer (Applied Biosystems), wie unter 3b. beschrieben. hergestellt. 
OieToiigon^ 

tlon jeweiis an ihren 5' -Enden unter foigenden Bedingungen phosphoryliert: 

Reaktionsansatz Nr. 1 
2ul EBI 636 (=l00pMoi) 
1 ul 10 x Linker Kinase Puffer 
3ul10mMATP 

1ul T4 Polynukleotid Kinase. Biolabs 10U/ul 

3ul Wasser 
Reaktionsansatz Nr. 2 

analog zu N: « aber mit 2ul (100 p Mol) EBI 660 
Reaktionansatz Nr. 3 

2ul Oligonukleotid EBI 643 ( = 100 pMol) 

2ul Oligonukleotid EBI 646 ( = 100 pMol) 

1 ulI 10 x Linker Kinase Puffer 
3ul 10mM ATP 

lul T4 Polynukleotid Kinase (10 Units) 

1 ul Wasser 
10 x Linker Kinase Puffer : 

0,7 M Tris.CI pH 7.6 

0,1 M MgCI, 

0.05M DTT (Dithiotreitol) 
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Die Reaktion erfolgte 30 Minuten lang bei 37° C. Anschlietfend wurde die T4 Polynukleotid Kinase durch 
Erhit2en auf 100°C inaktiviert. 

Die Oligonukleotide EBI 656 und EBI 638. welche die 5' -Enden des fertigen I28bp langen DNA Inserts 
bilden sollen (Forme! XI), wurden nicht phosphoryliert. urn die Ausbildung multimerer DNA-lnserts in der an- 
5. schlieflenden Ligasereaktion zu vermeiden. 

Um eine Zusammensetzung des gewunschten Linkers aus den einzelnen Oligonukleotiden nach dem 
Schema 

5'_EBI656 P EBI643 P EBI66Q 3* 



3' EBI636 P EBI646 P EBI638 5 ' 

J5 zu erreichen, wurden fur die Annealingreaktion (Hybridisierung der komplementaren Oligonukleotide mitei- 
nander) zum Reaktionsansatz Nr.1 2ul ( = l00pMol) EBI656 und zum Reaktionsansatz Nr.2 2ul EBI 638 
( = 100pMoI) hinzugefugt. Im Reaktionsansatz Nr,3 sind bereits 2 komplementare Oligonukleotide (EBI 643, 
EBI 646) enthaiten. Alle 2 Reaktionsansatze wurden 2 Minuten lang bei 100°C erhitzt und langsam im 
Wasserbad abgekuhlt. 

20 Die in den Reaktionen Nr.1 bis Nr.3 entstandenen kurzen doppelstrangigen DNA Fragmente wurden wie 
folgend miteinander ligiert: 

10ul Reaktionsansatz Nr.1 (EBI 636 + EBI 656) 
10ul Reaktionsansatz Nr.1 (EBI 660 + EBI 638) 
10uI Reaktionsansatz Nr.3 (EBI 643 + EBI 646) 
25 3ul 10mM ATP 

1ul DNA Ligase, Boehringer Mannheim. 7Units/ul 
Die Reaktion erfolgte 15 Stunden lang bei 4°C. 

Die DNA wurde ihre Grofie nach einem 1-prozentigen Agarosegel aufgetrennt und das gewunschte 
128bp lange DNA Fragment gemafl Formel XI vom Gel eluiert (G.M. Dretzen et al. ( Anal. Biochem. 112. 
30 295-298. 1981). 



Beispiel 1 2. Konstruktion der die Leader-DNA Sequenz enthaltenden Expressionsvektoren 

~y 5 ^!asrT^"HSOD6lA^e^ie^ 

verdaut und der 128bp lange Linker (Xhol - mitochondrialer Leader - Xbal) nach bekannten Methoden darin 
insertiert (pE022-A). Das nun mit der mitochondrialen Hefe Leader DNA Sequenz versehene hMn-SOD Gen 
wurde mit Xhol - EcoRI (je 5 Einheiten/ug DNA) im CORE-Puffer doppelt verdaut und uber Xhol - EcoRI in 
pKH1 (Beispiel 6b, Fig. 8) insertiert (pE023-A). 

40 Die so fertiggestellte Expressionkassette wurde analog Beispiel 8 uber Bglll/Hindlll (nach doppelter 
Verdauung der Plasmide in CORE-Puffer und Isolation der herausgeschnittenen Expressionskassette) in die 
entsprechend vorbereiteten Hefetransformationsvektoren YEp13, pJDB207 und pEAS!02 uber die Schnitt- 
steiien BamHI und Hindlll insertiert. Die folgende Tabelle 2 bezeichnet die entsprechend erhaltenen 
Plasmide. 

45 Tabelle 2: Benennung der Expressionsvektoren 

Vektor Plasmidbezeichnung 

PE024-AB 
PE025-AC 
PE026-AD 
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PJDB207 
PEAS102 
YEpl3 
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8eispiel 13. Hefetransformaticn und Expression in Hefe 

Oer Hefestamm WS30-5g (8eispiel 9) wurde mit den in Tabelle 2 angefuhrten Plasmiden transformiert 

und die Transformanten auf ihre Expression hin untersucht (Beispiel 10). 
5 Fur die Fermentation des transform ierten Hefestamms WS30-5g wurde eine Vorkultur der Zusammenset- 

zung: 6,7 g/l yeast nitrogen base w/o amino acids (Oifco), i0g.l Glucose. 0.l6g/l Arginin, 0.25g/l lysin, 0,06 

g/l Tryptophan, 0,08 g/l Methionin, 0.03g/l Cy stein, 0. 1 0g/I Histidin. 0.16 g/i Ty rosin, 0,17 g/l Phenylalanin. 

0,16 g/l Threonin, 0.18 g/l Isoleucin. 0,21 g/l Valin. 0.40 g/l Glutaminsaure. 0,21 g/l Glycin, 0,02 g/l Cystin! 

0,15 g/l Alanin. 0.20 g/l Asparaginsaure. 0.20g/l Prolin, 0,15g/l Serin. 0.l0g/l Asparagin. 0,20g/l Glutamic! 
jo 25mg;I Adenin. 50mg/l Uracil mit Magnetruhrstab und unter Beluftung bis zur optischen Dichte'OD 5U = 0.01 

vorgezuchtet. 

Oie anschlieflende Hauptkultur mit der Zusammensetzung: 

8.0Q/I (NHJ, SO.. 2.56g/l (NH.),HPO.. 1.16g/l KCI. 0,60g/l MgSO. . 7 H,0. 0.56g/l CaCI, . 2H,0. 0.04 mgl 
Biotin, 80 mg/l m-lnosit. 40 mg/l Ca-Pantothenat. 8mg/l Thiamin. 2mg.l Pyridoxin. 3.1mg/l CuSO« . 5 H 2 0 

ts 19mg/l FeCU 6 H,0. I2mg/I ZnSO,.7 H,0. 14mg/l MnSO..H,0. 5mg/l H,BO Sl 1mg/l KJ. 2mg,l Na, MoO<.2 
H : 0, 1 g/l Hefeortrakt, 0.2g/l Uracil, 0.lg/l Adenin, 0.5g/l Citronensaure. I5g/I Glutaminsaure. 0.2g/l Histidin. 
0.5g/l Tryptophan. 100 g/l Glucose erfolgte im 201 Fermenter (CHEMAP). Fur diesen Zweck wurde als 
Inoculum 5% der Menge der Vorkultur verwendet und unter Ruhren (1000 rpm). Beluften (0.5 vvm) und 
kcnstantem ph (5.0) bei 28°C im 201 Fermenter gezuchtet. 

20 Nach Absinken des Glucosegehalts auf 50g/l wurden nochmals 50g/l Glucose zugegeben und weiterfer- 
mentiert. bis der Glucosegehalt IOg/1 betrug (was bei 45 Stunden der Fall war). Oie Fermentationsbruhe 
wurde daraufhin abgekuhlt, zentrifugiert und die Biomasse eingefroren. Die Ausbeute an Biomasse betrug 
18g/l Zallnaflgewicht. 

Die Expression der Plasmid pE024-AB, pE025-AC und pE026-AD im Hefestamm WS30-5g dokume- 
<*s ntiert r Fig.l2. 



Beispiel 14. Hefe-Mitochondrien Preparation 

30 .Urn festzustellen. ob das Einfuhren der Hefe-mitochondrialen Leader Sequenz vor das hMn-SOD Gen 
dazu fuhrt, dafl das Protein in die Mitochondrion importierl wird. wurden Hefe Mitochondrien prapariert und 
die Mn-SOD Aktivitat in den Mitochondrien sowie im Cytoplasma analysiert. 

Hefe Mitochondrien wurden nach einer abgeanderten Form der Methode von G. Daum et al„ The 
Journal of . Biol. Chem., 257, 13028-13033. 1982. prapariert. 

as Eine Vorkultur der Transformanten in SC-leu-Flussigmedium (Beispienor wurde dur crrSctiuttetn~(3O0rpm) 
bei 28*C uber Nacht gezuchtet. Davon wurden 25ml in 225ml YPD-Mediurn inokuliert und wie die Vorkultur 
uber Nacht gezuchtet. Die Zellen wurden im allgemeinen bei einer optischen Uichte 5 -7, bei 600nm 
gemessen. durch Zentrifugation (Sorval. 6500rpm, 5 Min.) geerntet. Die Zellen wurden 1 Mai mit 100ml 
Wasser gewaschen. Das Zellpellet wurde in IM Manit.20mM KPj (KH^O^HPO.) pH 7.4 suspendiert (1ml 

40 pro 300 mg Zellgewicht) und 1mg/ml Zymolase (Miles. MG.500)'hinzugefugt. Spheroplasten wurden durch 
zweistundiges langsames Schutteln (50 rpm) bei 28°C erzeugt. Die Spheroplasten wurden durch Zentrifu- 
gation geerntet (3000 rpm, 5 Min., Hereaus Christ Tischzentrifuge) und 1 Mai mit 1M Mannit. 20mM KP 4 pH 
7,4. ImM PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) gewaschen. Oer Uberstand wurde verworfen und 1 - 2 
Pelletvolumina^an Glasperlen (Ourchmesser 0,1 mm) hinzugefugt. 

<s Die Zellen wurden durch 1-minutiges Ruhren aufgebrochen und in 2,5 ml 0.65M Mannit. ImM EOT A, 
1mM PMSF suspendiert. Ganze Zellen und Zelltrummer wurden bei 2000 rpm, 5 Minuten lang (Hereaus 
Christ Tischzentrifuge) abzentrifugiert. Die Mitochondrien wurden anschlieflend durch Zentrifugation (SorvaJ, 
J-21. 12000rpm, 10 Min.) aus dem Uberstand gewonnen. Der Uberstand enthalt das Zytoplasma und wurde 
aufgehoben, urn spater auf hMn-SOD Aktivitat untersucht zu werden. Oas rotbraune Mitochondrienpellet 

so wurde mit dem oben angefuhrten Puffer gewaschen (weisse zytoplasmatische Bestandteile wurden weg- 
gespult) und die Mitochondrien in 2,5ml des gleichen Puffers suspendiert. Verunreinigungen wurden 
nochmals durch Zentrifugation (Hereaus Christ, Tischzentrifuge, 4000rpm, 5Min.) entfernt und die Mitochon- 
drien in einer zweiten Zentrifugation (Sorval, J-21. I2000rpm. tOMin.) aus dem Uberstand pelletiert Die 
Mitochondrien wurden mit Glasperlen aufgebrochen, analog der MGlhode. urn Hefezellen aufzubrechen (van 

55 Loon et al., Proc.Natl. Acad.Sci.USA 83. 3820-3824, 1986), und im Aktivitatsgel auf ihren Gehalt an Mn-SOD 
untersucht (Fig. 13). 
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Beispiel 15. Reiniqunq der erfindunqsgema/ten hMn-SOD 

Die Isolieriung der rekombinanten hMn-SOD erfolgte aus dem Stamm WS30«5g/pEO24-A8 (Hefevektor 
PJDB207) uber mehrere Schritte. 



Schritt 1: Zellaufschlu/i 

Die Zellmasse (Beispiel 13) wurde in 10 ml destilliertem Wasser pro Gramm Naflgewichtet gewaschen 
und bei 16 000 x g, 15 Minuten zentrifugiert. Der Niederschlag wurde in Na. K-Phosphatpuffer (50 mM. pH 
7,0) im Verhaltnis 1:3 (w/v) resuspendiert. Die Zellen wurden dann in einer kontinuierlich arbeitenden 
Zellmuhle (Dynom.ii KDL; Bachofer, Basel. Schweiz; 0.6 1-Mahibehalter, Wasserkuhiung) mit Hilfe von 
Glaskugeln (0,1 mm Durchmesser) bei einer Flu5rate von 6 Lh aufgeschlosssn. Der Zellextrakt wurde 15 
Minuten zentrifugiert (16 000 x g, 4° C) und der Niederschlag verworfen. 



Schritt 2: Polyethylenimin-Fallung 

Zum Uberstand aus Schritt 1 wurde eine 5 prczentige (w/v) wassrige Poiyethyleniminlosung (pH 8,0) 
unter Ruhren bis zu einer Endkonzentration von 0.5 % zugesetzt (Polyethylenimin, Serva. Heidelberg). 
Danach wurde noch 30 Minuten weitergeruhrt und dann der Niederschlag bei 16 000 x g (30 Minuten) 
abzentrifugiert. 



Schritt o: Hitzefallung 

Der Uberstand aus Schritt 2 wurde in Stahibechern unter Ruhren in einem 80° C heifien Wasserbad auf 
60° C erhitzt und im Eisbad wieder auf Raumtemperatur abgekuhit. Ausgefalltes Protein wurde durch 
Zentrifugation (10 000 x g, 10 min. 4° C) entfernt. 



Schritt 4: Ammoniumsulfat-Fallung 

DecUberst and aus Schritt 3 wurde mit festem Ammoniumsulfat auf 20 % Sattigung gebracht und das 

Prazipitat durch Zentrifugation (10 000 x g, 15 min, 4° C) entfernt. Die Ammoniumsulf^konzentrati on- wurde 
dann 3uf 90 % erhoht und der Niederschlag durch Zentrifugation (10 000 x g, 15 min. 4° C) gewcnnen. Das 
Sediment wurde in wenig MES-Puffer (Morpholinoethansuifonatpuffer, 50 mM, pH 6,0; 2-Morpholinoethan- 
sulfonsaure von Sigma, Deisenhofen) augenommen und uber Nacht gegen den gleichen Puffer dialysiert. 

Schritt 5: Kationenaustauschchromatographie 

Eine Mono S Saule (Mono S HR 5/5, Pharmacia, Schweden) wurde mit 5 Saulenvolumen MES-Puffer 
aquilibriert. Nachdem die Saule mit dem Extrakt aus Schritt 4 beladen war, wurden nicht gebundeno 
Proteine mit 5 'Saulenvolumen MES=Puffer ausgewaschen. Oie eiiindungsgemafle hMn-SOD wurde dann in 
einem linearen Gradienten von 0 - 50 mM NaCI in MES-Puffer eluiert (20 Saulenvolumen). Fraktionen, die 
Mn-SOO-Aktivitat enthielten, wurden verelnigt und gegen Na, K-Phosphatpuffer (5mM, pH 7,0) dialysiert. 

Die hefeeigenen SCD-Enzyme (Mn-SOD, CuZn-SOD) konnen in diesem Reinigungsschritt abgetrennt 
werden. Ein Elutionsdiagramm ist in Fig. 14 dargestellt. 



Schritt 6: Adsorptionschromatographie an Hydroxylapatit 

Eine mit Phosphatpuffer (5mM. pH 7,0) aquilibrierte Hydroxylapatitsaule (HA-Ultrogel, I8F, Villeneuve- 
la-Garenne, Frankreich) wurde mit dem Dialysat aus Schritt 5 beladen und die erfindungsgemafle hMn-SOD 
mit einem linearen Gradienten (20 Saulenvolumen) von 5 - 300 mM Na.K-Phosphat pH 7.0 eluiert. 

Der in den einzelnen Reinigungsschritten erzielte Reinheitsgrad von hMn-SOD wurde durch reduzie- 
rende SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese verfolgt (Fig. 15). 
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Beispiel 16. Charakterisierung der erfindunqsqemaflen hMn-SOD 

Die nach Beispiel 15 gereinigte erfindungsgemafle hMn-SOD wurde uber Gelpermeations-HPLC. 
Reverse Phase HPLC. N-terminale Sequenzierung. SDA-Gelelektrophorese. native Gelektrophorese und 
5 isoelektrische Fokussierung analysiert und mit der naturiichen hMn-SOD verglichen. 



a. Gelpermeations-HPLC: Saule : Waters Protein Pak I 125. 2 x (7,8 x 300 mm), 10 am Teilchendurchmes- 
70 ser 

Eluens: 0,5 M Na x SO<, 0.02 M NaH t P04. pH 7,0, 0.04% Tween 20, 25% Propylenglycol 
Flu/J: 0.5 ml/min 

Oetektion: UV- Absorption, 214 nm 

/5 Naturiiche b2w. erfindungsgemafle hMn-SOD zeigen den Hauptpeak des SOD-Tetrameren bei einem 
Molekulargewicht von 70.000 bzw. 76.000, wobei die Eichung uber vier Standardproteinen erfolgte. 
Innerhalb des experimentellen Fehlers dieser Methode sind diese Werte als identisch anzusehen. 

20 

b. Reverse Phase HPLC S2u!e: 8akerbond WP C „ 4.6 x 250 mm. 5um Teilchendurchmesser, 30 nm 
Porendurchmesser 

Eluens A : 0,1% Trifluoressigsaure in Wasser 
Eiuens 5 : 0.1% Trifluoressigsaure in Acetonitril 
25 Gradient : 20% B fur 2 min. 20 - 68% B in 24 min. 68% B fur 10 min. 68-20% B in 1 min 
Flufl: 1.0 ml/min 

Oetektion: UV-Absorption. 214 nm und 280 nm 

Naturiiche und erfindungsgema/3e hMn-SOD zeigen eine Retentionszeit von knapp 21 min (20.7 bzw 
30 20.9 min). 



c. N-terminale Sequenzierung 



as Sequenziert wurde ein uber Reverse Phase HPLC entsalzter Peak von ertindungsgematfer hMrvSOD" 
Die Sequenzierung erfolgte mit einem Gasphasensequenator der Firma Applied Biosystems (Model! 470 A) 
mit dem Programm 02RPTH. Mit einer Ausgangsmenge von 0.8 nM konnte bis zur Aminosaure 20 
sequenziert werden. Es wurde 100%ige Obereinstimmung mit der erwarteten Sequenz (aus naturlichem 
Protein und cDNA) gefunden. Die Leader-Sequenz zum Transport in die Mitochondrien war vollstandig 

40 abgespalten. 



d. SDS-Gelelektrophorese Trenngel: 15% Acrylamid 
45 . Stackinggel: 4% Acrylamid 

Farbung : Silberfarbung nach 8.R. Oakley et al. (Analyt. Biochem. 105, 361-363, 1980). 
Gelmafle : 0.75 mm (8 x 10cm) 
Laufbedingungen : 60 min, 150 V 

so Die SDS-Gelelektrophorese wurde weitgehend nach der Originaivorschrift von U.K. Lammii (Nature 227 , 
680-685. 1970) durchgefuhrt. Bei der Probenvorbereitung fur hMn-SOD wurden die Proben mit DTT als 
Reduktionsmitte! versetzt und aufgekocht. Am SDS-Gel tritt hMn-SOD hauptsachlich als Monomeres mit M 
etwa 25.000 auf. Je nach VollstMndigkeit der R^duktion ist auch das Tetramere bei M etwa 90.000 
nachweisbar. Fig. 15 zeigt ein I5%iges SDS Polyacrylamidgel nach Silberfarbung. 
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8. Native Gelelektrophorese Trenngel: 7,5% native PAGE nach Davis, BJ. (Ann. NY Acad. Sci. 121. 404- 
427. 1964) ' 
Stackinggel: 2% Acrylamid ♦ Saccharose 
Gelmafle: 0.75mm (8xt0cm) 
5 Laufbedingungen: 75 min. 150V (const.) 

Farbung: Coomassie Blue nach bekannten Methcden und Aktivitatsfarbung mit o-Dianisidin nach Misra. 
H.P.. Fridovich, l.(Arch. Biochem. Biophys. ]83, 511-515. 1977) 

Die nach der Hydroxylapatit-Chromatographie erhaitene erfindungsgemafle hMn-SOD zeigte nach der 
ic Elektrophorese sowohl mit Coomassie Blue Anfarbung (aufgetragene Menge an hMn-SOD: 0.3ug) als auch 
nach Aktivitatsfarbung mit o-Dianisidin (aufgetragene Menge an hMn-SOD: 75. 30 bzw. 15 ng) eine 
einheitliche und in gleicher Position liegende 8ande. 



15 

f. Isoelektrische Fokussierung pH-Bereich: 3.5-9.5 

Gelplatteo: LKB, PAGplate (1mm x (9 x 10 cm)) 

Elektrodenlocungen: 

1 M Phosphorsaure (Anode) 
20 1 M Natronlauge (Kathode) 

Kuhltemperatur : 7°C 

Probenmenge: 4.0 bzw. 6.5 ug 

Laufbedingungen: 

Prafokussierung 500 Vh 
25 Fokussierung 3000 Vh insgesamt 

Farbung: Coomassie Blue, Aktivitatsfarbung mit o-Dianisidin 

Als isolelektrischer Punkt wurde pi = 8.15 ermitteit. 

30 

Anspruche 

1. Polypeptid mit den enzymatischen t biochemischen und immunologischen Eigenschaften der hMn- 

SOD in im wesentlichen reiner Form, ausgenommen ein unmittelbar aus Menschenleber isoliertes Polypep- 

"^35 fid~6i^innend^iraer~AMh^au7e~^^ 

die Aminosauren Lys an Position 29 und Gin an Positionen 42, 68, 109, 129 aufweist und nicht die 
Aminosauren Gly und Trp an Positionen 124. 125 in der Reihenfolge GIy(l24)-Trp(125) enthalt. 

2. Polypeptid mit den enzymatischen, biochemischen und immunologischen Eigenschaften der hMn 
SOD, dadurch gekennzeichnet. da/3 es gentechnisch hergestellt ist. 

40 3. Polypeptid nach Anspruchen 1 und 2, dadurch gekennzeichnet. da/3 es nicht glykosyliert ist. 

4. Polypeptid nach einem der Anspruche 1 bis 3 t die Aminosaure Methionin vor der ersten Aminosaure 
des N-Terminus enthaltend. 

5. Polypeptid nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet. da/3 es zusatzlich mit einem 
mitochondrialen Leader-Peptid ausgestattet ist, welches vor der ersten Aminosaure des N-Terminus der 

45 hMn-SOD positionert ist. _ 

6. Polypeptid nach einem der AnsprUchen 1 bis 5 in korrekt prozessierter Form. 

7. Polypeptid nach einem der Anspruchen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dafl es die Ami- 
nosauresequenzen gem^/J Formeln IVa Oder IVb aufweist. 

8. DNA-Sequenzen, kodierend fur die gesamte genetische Information eines Polypeptids gemafl 
so Anspruchen 1 bis 7 Oder fur einen wesentlichen Teil davon. 

9. DNA-Sequenzen nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, da/3 sie fur eine pramature, mit einer 
aminotermmalen Leader-oder Signalsequenz ausgestatteten hMn-SOD kodieren, welche in das Mitochon- 
drium importiert werden kann, und dabei korrekt zum maturen Polypeptid nach einem der Anspruche 1 bis 
7 prozessiert wird. 

55 10. DNA-Sequenzen nach Anspruch 9. dadurch gekennzeichnet. da/3 die aminoterminale Leader-oder 
Signalsequenz eine mitochondriale Leader-oder Signalsequenz ist. 

11. DNA-Sequenzen nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet. dafl die mitochondriale Leader-oder 
Signalsequenz aus Hefe stammt, vorzugsweise aus Saccharomyces cerevisiac. 
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12. DNA-Sequenzen nach einem der Anspruche 8 bis 11, dadurch gekennzeichnet. da/3 sie den 
Nukleotidsequenzen gema/3 Formeln la. lb. II. Ilia. Illb, Va, Vb, Via. Vlb. Vila, Vllb, VIII, Oder IX entsprecnen. 
gegebenfalls verbunden mit einer Sequenz gema/3 Formeln X oder XI, oder eine degenerierte Variation 
dieser Sequenzen. 

13. DNA-Seauenzen. die mit einer DNA-Sequenz nach einem der Anspruche 8 bis 12 unter stringenten 
Bedingungen hytridisieren, wobei diese DNA-Sequenzen synthetischen, haibsynthetischen oder naturlichen 
Ursprungs sein ktinnen und demnach mit den DNA-Sequenzen nach einem der Anspruche 8 bis 12 sowie 
deren Mutationen jedweder .Art verv/andt sind und fur ein Polypeptid gema/3 Anspruchen 1 bis 7 oder einem 
wesentlichen Teil davon gema/3 Anspruchen 1 bis 7 kodieren. 

14. ONA-Sequenzen. dadurch gekennzeichnet, da/3 sie in der Zusammensetzung der Reihenfolge 
Translationsstartsignal (ATG). leader-oder Signalsequenz nach einem der Anspruche 9. 10, 11 und 12. 
DNA-Sequenz fur hMn-SOD nach einem der Anspruche 8. 9. 12 und 13. mindestens ein Stopcodon. 
Terminator, voriiegen. 

15. Replizierende Vektoren mit mindestens einem Selektionsmarker und/oder mit einer Erkennungs- 
stelle fur mindestens ein Restriktionsenzym au/3erhalb des Replikationsursprungs und auflerhaib anderer 
essentieller Genbereiche. gegebenenfalls innerhalb eines Selektionsmarkers. dadurch gekennzeichnet. dafl 
diese eine der DNA-Sequenzen nach einem der Anspruche 8 bis 14 enthalten. 

16. Replizierende Vektoren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet. da/3 sie viralen Ursprungs sind, 
vorzugsweise Lambda-Phagen, insbesondere \gt10 Oder Ml3-Phagen, oder da/3 sie plasmidischen Urs- 
prungs sind. 

17. Plasmide, eine der DNA-Sequenzen nach einem der Anspruche 8 bis 14 enthaltend. dadurch 
gekennzeichnet. dafl diese Plasmide eine diese besagten DNA-Sequenzen enthaltende Express.onskassette 
tragen. prokaryotische und eukaryotische Wirtszellen stabil transformieren kdnnen, in einer dieser Wirtszel- 
len replizierbar sind und die darin enihaltende genetische Information fur hMn-SOD korrekt transkribiert und 
translatiert wird. 

18. Plasmide nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet,' da/3 sie YEpl3. pJDB207, pEASl02, Ylp5 
oder pUC Plasmide. vorzugsweise pUC 18. sind. 

19. Plasmide nach einem der Anspruche 17 und 18, dadurch gekennzeichnet, dafl sich darin die 
Expressionskassette mit den Elementen Promotor,. Initiationscodon, mitochondrial Leader-oder Signalse- 
quenz. hMn-SOD Strukturgen. Stopcodon, Terminator, alls in'korrekter Orientierung zur Leserichtung, 
befindet. 

20. Plasmide nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, da/3 der Promotor der in diesen Plasmiden 
enthaltenen Expressionskassette der vollstandige ca. 1500bp lange ADHI Promotor oder der verkurzte ca. 
400bp lange ADHIk-Promotor und der Terminator in besagter Expressionskassette der ADHII Terminator 

-sind: — — - _ 



21. Die Plasmide pWS490A. pWS491A. pWS550A, pWS371A, pWS372A, pWS373A, pE024-A3. 
pE025-AC, pE026-AD 

22. Transformierte Wirtszellen. die eine fur eine hMn-SOD gema/3 Anspruchen 1 bis 7 codierende DNA- 
Sequenz nach Anspruchen 8 bis 14 enthalten. 

23. Transformierte Wirtszellen nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, da/3 sie replizierende 
Vektoren nach einem der Anspruche 15 und 16, insbesondere Plasmide nach einem der Anspruche 17 und 
18. enthalten, diese repllzieren und exprimiofcn, die synthetisierte hMn-SOD in die wirtseigenen Mitochon- 
drien importierenund prozessieren und intrazellular akkumulieren. 

24. Transformierte Wirtszellen nach Anspruchen 22 und .?3 dadurch gekennzeichnet, da/3 diese 
Prokaryoten sind, besonders Enterobacteriaceae, 8acil!aceae, apathoger.e Micrococcaceae, vorzugsweise 
E.coli, insbesondere E.coli C600. E.coli JM 101. 

25. Transformierte Wirtszellen nach Anspruchen 22 und 23. dadurch gekennzeichnet, da/3 diese 
Eukaryoten sind, vorzugsweise Hefen. 

26. Verfahren zur Herstellung von hMn-SOD, dadurch gekennzeichnet, dafl 

a. die mRNA aus menschlichen Gewebe, vorzugsweise Plazentagewebe, isoliert und die poly(A)- 
RNA prapariert wird. 

b. von dieser poly(A)*RNA die doppelstr^ngige cDNA synthtetisiert und davon eine cDNA-Genbank 
konstruiert wird. 

c. eine fur hMn-SOD codierende DNA, Gesamt-oder Teilsequenz. aus besagter cDNA-Bank mittels 
mindestens einer von der Aminosauresequenz der hMn-SOD abgeleiteten DNA-Sonde. vorzugsweise 
solchen entsprechend Formeln Va und Vb, identifiziert und isoliert wird, 

d. diese DNA-Sequenz gegebenenfalls bis zum Start-oder Stopcodon komplettiert wird, 
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e. eine Leader-oder Signal-DNA Sequenz. vcrzugsweise eine mitochondrial Leader-oder Signalse- 
quenz. direkt nach dem Startcodon (ATG) des hMn-SOD Gens und vor dem ersten fur hMn-SOD 
kodierenden Codon positionert wird. 

f. mil dieser kompletten, fur mit einem Leader-oder Signalpeptid ausgestatteten hMn-SOD codieren- 
5 den DNA-Sequenz eine je nach Wirlszelle geeignete Expressionskassette bestehend aus Promotor, Initia- 

tionssignal. hMn-SOD Gen mit Leader-oder Signalsequenz. Stopcodcn. Terminator, konstruiert wird. 

g. diese Expressionskassette in ein Expressionsplasmid. vorzugsweise in einen fur eukaryotische 
Zellen geeigneten Expressionsvektor, insbesondere einen Hefevektor, inkorporiert wird, 

h. mit diesem Expressionsplasmid, welches das mit einer Leader-oder Signalsequenz ausgestattete 
io hMn-SOD Gen enthalt. geeignete Wirtszellen, vorzugsweise eukaryotische Wirtszellen, insbesondere Hefe- 

zellen. transformiert werden. 

i. die durch ■ diesen transformierten Wirt synthetisierte und korrekt prozessierte hMn-SOD aus 
. Mitochondrien extrahiert und anschlieflend gereinigt wird. 

27. Verfahren nach Anspruch 26. dadurch gekennzeichnet. da/3 die zu verwendenden den DNA- 
75 Sequenzen gemafl den Anspruchen 8 bis 14 definiert sind. 

28. Verfahren nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet. dafl die zu verwendenden Vektoren und 
Plasmide gemafl den Anspruchen 15 und 16 sowie 17 bis 18 definiert sind. 

29. Verfahren nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet dafl die zu verwendenden Wirtszellen nach 
Anspruchen 22 bis 25 definiert. sind. 

20 30. Verfahren nach Anspruchen 26 bis 29. dadurch gekennzeichnet. dafl danach direkt eine korrekt 
prozessierte hMn-SOD herstellbar ist. welche die enzymatischen. biochemischen und immunologischen 
Eigenschaften von hMn-SOD aufweist. 

3T. verfahren nach Anspruchen 26 bis 30, dadurch gekennzeichnet, dafl danach eine korrekt prozes- 
sierte hMn-SOD entsprechend den Aminosauresequenzen gemafl Formeln IVa Oder IVb herstellbar ist. 

25 32. Polypeptid, herstellbar nach einem der Anspruche 26 bis 31. 

33. Verwendung eines Polypeptides nach einem der Anspruche 1 bis 7 Oder 32 zur Herstellung einer 
pharmazeutischen Zusammensetzung fur die 8ehandlung von Krankheiten am Menschen. 

34. Mittel fur therapeutische Behandlung des Menschen, dadurch gekennzeichnet, dafl es neben 
pharmazeutisch inerten Tragerstoffen eine wirksame Menge eines Polypeptides gemafl einem der An- 

30 spruche 1 bis 7 Oder 32 enthalt. 

35. Ein flussiges Oder festes Nahrungsmittel, ein Polypeptid nach einem der Anspruche 1 bis 7 Oder 32 
in einer Menge enthaltend. die die Haltbarkeit des betreffenden Nahrungsmittels erhoht. 
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GAATTCG CATGGTCGACTAC 

IMQLHHS-K HHAAY 
GATCATGCAGCTGCACCACAGCAAGCACCACGCGGCCTAC 



VNNLNVT E E K Y Q , E A 
GTGAACAACCTGAACGTCACCGAGGAGAAGTACCAGGAGGCG 

L AKGDVTAQ I AL Q PAL 
TTGGCCAAGGGAGATGTTACAGCCCAGATAGCTCTTCAGCCTGCACTG 

KFNGGGH I N H S I F W T N 
AAGTTCAATGGTGGTGGTCATATCAATCATAGCATTTTCTGGACAAAC 



L SPNGGGEPKGELLEA 
CTCAGCCCTAACGGTGGTGGAGAACCCAAAGGGGAGTTGCTGGAAGCC 

IKRDFGSFDKFKEKLT 
ATCAAACGTGACTTTGGTTCCTTTGACAAGTTTAAGGAGAAGCTGACG 

A AS VGVQG S GWGWLGF 
GCTGCATCTGTTGGTGTCCAAGGCTCAGGTTGGGGTTGGCTTGGTTTC 

NKER GHLQ I AACPNQD 
AATAAGGAACGGGGACACTTACAAATTGCTGCTTGTCCAAATCA GGAT 

PLQ6TT6L I P LLGI DV 
-CCACTG.CAAGGAACAACAGGCCTTATTCCACTGCTGGGGATTGATGTG 



W E H A Y Y L Q Y K NVR P D Y 
TGGGAGCACGCTTACTACCTTCAGTATAAAAATGTCAGGCCTGATTAT 

L KAIWNVINWE i5 V T E R 
CTAAAAGCTATTTGGAATGTAATCAACTGGGAGAATGTAACTGAAAGA 

Y M A C K K * 
TACATGGCTTGCAAAAAGTAAACCACGATCGTTATGC7GAAAAAAAAA 



AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGT AGTCG AC C ATGC G AATTC 



Fig.1 
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